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palavras-chave

resumo

Vinho, destilagdo a pressao reduzida, compostos fendlicos, polissacarideos,
atividade antioxidante, microencapsulamento.

A destilacdo vinica surge como uma alternativa para o excesso de vinho
produzido em virtude do destilado ser um produto de valor acrescentado.
Usualmente ndo é dado nenhum préstimo ao residuo obtido por destilagéo,
apesar do seu elevado conteldo em compostos bioativos. A familia de
compostos a qual sdo atribuidos a maioria dos beneficios associados ao vinho
€ a dos compostos fendlicos.

Neste trabalho, os compostos presentes no residuo da destilagdo vinica foram
separados em diferentes fracbes. As fracGes obtidas por precipitacdo em
solugdes aquosas a 50 e 70% de etanol (EtOH50 e EtOH70) s&o ricas em
polissacarideos com atividade antioxidante, com potencial utilizagao como fibra
alimentar (2,1 gL'l vinho). Do material soltvel na solucdo aquosa com 70% de
etanol é possivel obter fracdes de compostos fendlicos com elevada atividade
antioxidante (4,2 gL vinho).

A atividade antioxidante destes compostos pode ser preservada por
microencapsulamento. Ao fim de 17 meses, os compostos microencapsulados
apresentam uma atividade antioxidante muito superior aos compostos nao
microencapsulados, mesmo se armazenados na auséncia de luz e humidade.
Este trabalho mostra que é possivel obter a partir do residuo da destilagédo
vinica duas fracdes com potencial aplicacdo na elaboracdo de alimentos
funcionais: uma fracdo rica em polissacarideos e outra em compostos
fendlicos. Ambas apresentam atividade antioxidante.






keywords

abstract

Destilation under reduced pressure, phenolic compounds, polysaccharides,
antioxidant activity, microencapsulation.

The wine distillation is an alternative for the excess of wine produced because
the wine spirit is a product with added value. Usually no value is given to the
residue resultant from this process despite the high content of bioactive
compounds. The phenolic compounds are a group of compounds to which has
been attributed the majority of the benefits associated to the wine.

In this work, the compounds present in the residue were separated in different
fractions. The fractions obtained by ethanol precipitation at 50 and 70%
(EtOH50 and EtOH70) are rich in polysaccharides presenting antioxidant
activity, and have the potential to be used as dietary fiber (2,1 gL'l wine). The
fraction soluble in 70% ethanol contains compounds with high antioxidant
activity (4,2 gL™ wine).

The antioxidant activity of these compounds can be preserved by
microencapsulation. After 17 months, the microencapsulated compounds
presented higher activity than the non microencapsulated compounds, even
when stored in the absence of light and moisture.

This work shows that it is possible to recover from the wine distillation residue
two fractions with potential application in the preparation of functional foods: a
fraction rich in polysaccharides and a fraction rich in phenolic compounds, both
presenting antioxidant activity.






INDICE

1. ENQUADRAMENTO DO TRABALHO.....ccoiiiiie e 1
2. INTRODUGAD ..ot 5
2.1. COMPOSTOS FENOLICOS ....eeeeetiaeeeetiaeeeeetiaaaeeesiaaeeeesnaaeeessnnaeaeesnnaeaeenns 7
2.1.1. Compostos fendlicos dO VINNO ............oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeees 9

2 0 S Yol [ 3 =10 1o T3 1 10
20 I R - Y o T 0 0 o 12
2.1.1.3. Antocianinas OU ANTOCIANAS .......uuuiiieeeeeeeiiiiie e e eeeeeei e e e e e e e e e 16
N Ot O S I o1 1 o S 19
2115, ESHIDENOS ... 23
2.1.2. Propriedades quimicas, fisicas e biol0giCas .............cueveeeeerriererriieriiiiiiiiiennnns 24
2.2, ANTIOXIDANTES ..etuueeeettueeeeettuaaeeeataaeeeeesaaaeeessaaaaeeessa e aaeesnnnaaeensnnnaaeeenns 27
2.2.1. O mMELOdOo de DPPH® ... 32
2.3. POLISSACARIDEOS ...ttt ee ettt e e et e e e e e e e e e enea e 36
2.4. MICROENCAPSULAMENTO ...cctuiiitieeeteeeeieeeeie e e eaeeeeeeeeete e e s e e ean e eeaneeeenns 37
3. OBJETIVOS DO TRABALHO ... .ot 43
4. MATERIAL E METODOS .....ooouiiiiiteeeeeee ettt eae e 47
4.1, AMOSTRAS ...ttt ettt ettt et e e et e e e e e ea e eaans 49
4.2. DESTILAGAO E FRACIONAMENTO DO VINHO TINTO..ccuuuueiieiiiaeeeeiiiaeeeeeenne 49

4.3. ESTUDO DA ESTABILIDADE DAS FRAGCOES AO ARMAZENAMENTO E
MICROENCAPSULAMENTO ....vevveeitteeeteeeesteesseesstesessesesseesssessssesssnesssseessnesssneessneeeans 53
4.4.  QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS ...eeeivveeirieeirieeirieeirens 53

4.5. DETERMINAGAO DE ACUCARES NEUTROS E QUANTIFICAGAO DOS ACIDOS

URONICOS ..ttt ettt e et e e et e e e et et e e e e e et e e e e e e aa e e e e e e an e e e e eesan e eeenanneeaennnnaeeas 54
4.5.1. Hidrolise do material Celular................oooiiiiiiiiiiie e 54
4.5.2. AnAalise de agUCaAres NEULIOS. ..........uuueeeereeeeereeereeeeeeeeeeeeeesnnnneennennnnneneenennnennne 55
4.5.3. QuantificaGio de ACIAOS UIOMNICOS .........eevereereeiriiiieeeieeeeeeeeeeaeeenennnnnennnnennnnnnne 56
45,4, PAUIBES.....ceeeeeeeeeieeeeeee et 57

4.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ...uuuiviiieeiieeesineesaseeesnnesesnesennneaens 58



5.  RESULTADOS E DISCUSSAO.......cioiieteeeeeeeeeeeeeee e 61

5.1. DESTILAGAO E FRACIONAMENTO DO VINHO TINTO ...uuuiiieiiiaeeeiiiaeeeeeinaeeeenns 63
5.2. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS ...iieutueeeeutuaaeeentiaaeeeentnaaeeessnaaeensnnaaeeenns 64
5.3. POLISSACARIDEOS (AGUCARES NEUTROS E ACIDOS URONICOS) ........cccevuennn 68
5.4.  AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ...ccuuueeieutnaaeeentnaeeeeennaeeeennnaaeeenns 69
EoT0 0 R = - To [ = To 1= T (o [o I = | o o RO 71
5.4.2. Fracdes ao fimde 7 (FL1) e 17 meses (FL2) de armazenamento................. 76

5.4.3. Fracdes microencapsuladas e analizadas ao fim de 17 meses de

armazenamento (FLIM) ..... e e e 83
6.  CONCLUSOES ..ottt 89

7. BIBLIOGRAFIA. ... 95



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 - Estrutura quimica do fENOL............ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiie e rrrrrrree 8
Figura 2.2 - Estrutura quimica de &cidos hidroxibenzéicos (adaptado de Naczk e Shahidi, 2004) 11

Figura 2.3 - Estrutura quimica de &cidos hidroxicinAmicos (adaptado de Naczk e She Shahidi,

1200 PR 11
Figura 2.4 - Estrutura quimica base dos flavondides (adaptado de Hertog et al., 1992)................ 13
Figura 2.5 - Estrutura quimica base dos flavondéis (adaptado de Hertog et al., 1992).................... 14
Figura 2.6 - Estrutura quimica base das flavonas (adaptado de Hertog et al., 1992). ................... 15

Figura 2.7 - Estrutura quimica base das flavanonas (adaptado de Merken e Beecher, 2000)....... 15

Figura 2.8 - Estrutura quimica base dos 2,3-di-hidroflavonéis (adaptado de Pietta, 2000)............ 16
Figura 2.9 - Estrutura quimica da estilbina, um 2,3-di-hidroflavonol (adaptado de Landrault et al.,
12002 PR 16
Figura 2.10 - Estrutura quimica da engeletina, um 2,3-di-hidroflavonol (adaptado de Lu e Foo,
S ) T PR UUUSRTRTRI 16
Figura 2.11 - Estrutura quimica do catido flavilio (adpatado de Pietta, 2000)...............cccevvvvverennn. 17
Figura 2.12 - Estruturas quimicas das antocianidinas mais abundantes no vinho (adaptado de
Merken e Beecher, 2000). .....ccooiiiiiiiiii e 18
Figura 2.13 - Estrutura das antocianinas glucosiladas (Cabrita et al., 1999)............cccccvvvvvvvvvennnnn. 18

Figura 2.14 - Estrutura quimica de um tanino hidrolisavel (adaptado de Naczk e Shahidi, 2004)..20
Figura 2.15 - Estrutura quimica do nicleo 3-hidroxiflavano (adaptado de Sun e Spranger, 2005).20
Figura 2.16 - Unidades monomeéricas das principais proantocianidinas (adaptado de Sun e
SPranger, 2005). ...ccciiiiiiei e 21
Figura 2.17 - Estrutura quimica das proantocianidinas (adaptado de Sun e Spranger, 2005). ...... 22

Figura 2.18 - Estruturas quimicas de estilbenos monémeros identificados no género Vitis:.......... 23
Figura 2.19 - Mecanismo da atividade antioxidante (adaptado de Papas, 1999) ..............cccceeeeee. 28
Figura 2.20 - Radical livre de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (adaptado de Molyneux, 2004). ............ 33

Figura 2.21 - Forma nao radicalar 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (adaptado de Molyneux, 2004).....33

Figura 4.1 - Fluxograma do fracionamento do residuo desalcoolizado resultante da destilagao

(4L T TP TP TOUPPPPPPPPP 52
Figura 5.1 - Curva de calibragdo para 0 DPPH®. ...........cooiiiiiiii ittt 70
Figura 5.2 - Curvas de reacdo entre o DPPH® e as diferentes solucdes de padrio. ..................... 72

Figura 5.3 - Grafico da variagdo de %DPPHestante €M funcéo da concentragao de acido gélico, que
permitem o calculo do valor ECs, do padrdo em relacgéo ao radical livre DPPH®. ............. 74

Figura 5.4 - Tempo necessario para se atingir o ECso para diferentes concentragées de DPPH,
gue permite o calculo do valor Tecsg A0 PAArE0.......ccooeeiiiiiiii e, 75

Figura 5.5 - Curvas de reacdo entre DPPH* e diferentes solugées da fragdo AcO 2 - FL1. .......... 78



Figura 5.6 - Curvas de reacdo entre DPPH* e diferentes solugées da fragdo AcO 2 —FL2........... 78
Figura 5.7 - Grafico da variagdo da %DPPH restante em fun¢ao da concentragao da fragdo AcO 2
— FL1, que permite o calculo do valor ECsp da fracdo AcO 2 - FLL........uvvvvvvvvviviiniinnnnnnnnns 79
Figura 5.8 - Grafico da variagdo da %DPPH restante em fun¢do da concentragao da fragdo AcO 2
— FL2, que permite o calculo do valor ECs da fragdo AcO 2 — FL2..........cvvvvvviviiininnnennnns 80
Figura 5.9 - Tempo necessario para se atingir o ECsy para diferentes concentragées da fracéo
AcO 2 - FL1, que permite o célculo do valor Tecso da fragdo AcO 2 - FLL. ......vvvvvvvvivnnnnnes 81
Figura 5.10 - Tempo necessario para se atingir o ECs, para diferentes concentracdes da fracéo
AcO 2 — FL2, que permite o célculo do valor Tecso da fracdo AcO 2 — FL2.........vvvvvvvvnnnnes 81
Figura 5.11 - Curvas de reacéo entre DPPH® e diferentes solugdes da fragdo AcO 2 — FLM........ 84
Figura 5.12 - Gréfico da variacdo da %DPPH restante em funcéo da concentracdo da fracao AcO
2 — FLM, que permite o calculo do valor ECs, da fragdo AcCO 2 —FLM............cccevvvvveenn, 85
Figura 5.13 - Tempo necessario para se atingir o ECs, para diferentes concentracdes da fracéo

AcO 2 — FLM, que permite o célculo do valor Tecsp da fracdo AcO 2 - FLM.........vvvvvvvnnnes 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 - Concentragdo dos compostos fendlicos maioritarios em vinhos tinto e branco
(adaptado de Frankel et al., 1995). ...ttt 9
Tabela 5.1 — Teor total das fracdes liofilizadas resultantes do residuo desalcoolizado apés a
destilagdo de 10 L de VINNO tiNtO........ccoiiiiiiiiicii e 64
Tabela 5.2 — Resultados extraidos das curvas de calibracéo do &cido galico e da (+)-catequina. .65
Tabela 5.3 — Rendimento e quantificagcdo em compostos fendlicos totais (CFT) para as diferentes
fracdes, valores expressos como Médias (CV), (N = 3)..eeeivviiiiieiiiiiieieiieieiieeieeeeeeeeeeeneeenenes 66
Tabela 5.4 — Valores publicados de compostos fendlicos totais para o vinho, usando o método de
FOIN-CIOCAILEU. ..ottt e e e e et e e e e e e e s et bbbe e e e e e e e e aaa 67
Tabela 5.5 — Rendimento e composi¢édo em agUcares das fracdes liofilizadas (FL1) de

polissacarideos do residuo desalcoolizado, valores expressos como médias (CV), (n = 6).

Tabela 5.6 - DPPH"* s no estado de equilibrio para as diferentes concentragées do padréo. ....... 73
Tabela 5.7 - Intervalos das concentragfes das frag6es (FL1 e FL2) preparadas, expressas em gL'l
VN0, Lo 77
Tabela 5.8 - Valores dos parametros da eliminacdo DPPH® das fragfes FL1 e FL2 e padréo,
valores expressos como MEAIAas (CV), (N = 3).uuuuuuuuuuuuummiiiiiiiiiiiiininnnnnnnnennneas 83
Tabela 5.9 - Intervalos das concentragfes das fragbes (FLM) preparadas, expressas em gL'l
VN0, Lot 84
Tabela 5.10 - Valores dos parametros da eliminacdo DPPH® da fragcdo FLM e padrao, valores
expressos como MEdIAas (CV), (N = 3). i 87
Tabela 6.1 - Valores dos parametros da eliminacdo DPPH® das fragcGes e padrao, valores

expressos como MEdIAas (CV), (N = 3). e 91






Aves
AcO
AcO 2
AcOH
AE

Ara
CFT

Cv
DPPH
DPPH*®
DPPH"rest
EAG
EC
ECso
EtOAC
EtOH
EtOH50
EtOH70
FL1
FL2
FLM
Fuc
Gal
GalA
GC-FID
Glc
AHB
AHC
UA
LDL

M

Man

R1

Rha
rpm
SnAcO
TECSO

Y

Xyl

ABREVIATURAS

absorvancia a 765 nm

fracdo que contém material insollvel em acetona

fracdo que contém material insollvel em acetona (segunda aplicacao)
4cido acético

eficiéncia antirradicalar

arabinose

compostos fendlicos totais

coeficiente de variagédo

2,2-difenil-1-picril-hidrazina

radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo

DPPH?® restante

equivalentes de acido galico

equivalentes de (+)-catequina

concentracdo para diminuir a concentracéo do radical livre em 50%
fracdo que contém material insollvel em acetato de etilo

fracdo que contém material insollvel em etanol (segunda aplicacéo)
fracdo que contém material insoltvel em 50% de etanol

fracdo que contém material insoltvel em 70% de etanol

fracao liofilizada com 7 meses de tempo de prateleira

fracéo liofilizada com 17 meses de tempo de prateleira

fracéo liofilizada microemcapsulada com 17 meses de tempo de prateleira
fucose

galactose

acido galacturénico

cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacéo de chama
glucose

acido hidroxibenzéico

4cido hidroxicindmico

4cido urdnico

lipoproteina de baixa densidade

massa

manose

fracdo residuo insollvel a frio

ramnose

rotacdes por minuto

fracdo que contém material solivel em acetona

tempo para diminuir a concentragéo do radical livre em 50%
volume

xilose






1. ENQUADRAMENTO DO TRABALHO






Enquadramento do Trabalho

A atividade vinicola tem uma grande relevancia para a economia
portuguesa. De acordo com o Eurostat — Yearbook 2010, Portugal possui uma
area total de 210000 ha de vinha para producdo de vinho. A producéo total de
vinho, média das ultimas cinco campanhas (2005-2010) é cerca de 6800000
hL/ano. Portugal representa o quinto produtor a nivel da Unido Europeia e ocupa
o0 décimo segundo lugar a nivel mundial no mesmo periodo de tempo

(http://ec.europa.eu/eurostat, 2012).

A destilagdo vinica surge como uma alternativa para o excesso de vinho
produzido em virtude do destilado ser um produto de valor acrescentado. A
destilagédo gera residuos para os quais ndo ha uma utilizacéo racional, apesar do
seu elevado contetdo em compostos bioativos (Pavlenko, 2000).

Em virtude do destilado ser um produto de valor acrescentado e de
existirem ajudas comunitarias a destilacdo de vinhos, este surge como uma
alternativa imediata face ao aumento de producdo ou a existéncia de vinhos de
baixa qualidade. O total de vinho destilado em Portugal desde as campanhas de
2001/2002 até 2006/2007 é respectivamente de 1406000, 1287000, 777000,
757000, 922000 e 900000 hL/ano (http://ec.europa.eu/eurostat, 2007). A

destilacdo destes volumes gerou algumas toneladas de residuos.

A destilacdo de vinho é o processo utilizado para a producdo de
aguardente vinica. E também uma alternativa para o excesso de producdo de
vinho. Do processo de destilagédo resulta um residuo liquido desalcoolizado, que
representa cerca de 85% do total de vinho, ao qual ndo é dado nenhum préstimo,
sendo descartado directamente como efluente, aumentando a carga de material
organico no meio ambiente. No entanto, neste residuo estdo presentes 0s
compostos fendlicos e polissacarideos, com as caracteristicas bioactivas do
vinho, ou modificadas pela temperatura de 80-85°C e acidez elevada a que
decorre a destilagdo vinica.

A recuperacdo de compostos antioxidantes a partir dos desperdicios
continuos da industria de vinho poderia representar um avango significativo na
manutencdo do equilibrio do meio ambiente, visto que nessas industrias vinicolas
sdo produzidos grandes quantidades de residuos que apresentam sérios

problemas de armazenamento, de transformagao, ou de eliminag&do, em termos


http://ec.europa.eu/eurostat�
http://ec.europa.eu/eurostat�
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ecologicos e econdmicos. Esta situacdo, desde h& algum tempo, explica o
interesse crescente em explorar os subprodutos da vinificacdo (Alonso et al.,
2002).
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2.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos ocorrem naturalmente nos frutos, sementes, folhas
e flores das plantas (Ho et al., 1992; Katalini¢ et al., 2004), sendo conhecidos
mais de 8000 compostos fendlicos em plantas (Dreosti, 2000).

Esse grande e complexo grupo de compostos esta presente em todos 0s
seres Vvivos vegetais superiores (Landrault et al., 2002), e em produtos
industrializados feitos a partir destes como o vinho (Kova et al., 1995; Lu e Foo,
1999) e sado parte integrante da dieta humana (Katalini¢ et al., 2004).

As frutas e os vegetais, além da sua composicdo nutritiva, apresentam
moléculas como as vitaminas C e E, a-tocoferol, B-caroteno e compostos
fendlicos, que protegem o organismo de varias doencas. Essas moléculas, que
fazem parte dos constituintes da dieta humana, sdo potenciais antioxidantes
naturais (Gaulejac et al., 1999a). A atividade antioxidante dos compostos
fendlicos esta relacionada com sua estrutura quimica (Rice-Enans et al., 1995).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios sintetizados pelas
plantas durante o desenvolvimento normal e em resposta as condi¢cdes do stress
como infecdes, ferimentos e radiacdo UV (Naczk e Shahidi, 2004). Nas plantas,
atuam como fungicidas, atratores de polinizadores, agentes de pigmentacéo,
antioxidantes e agentes protetores contra a luz UV. Nos alimentos podem
contribuir para as carateristicas organoléticas: amargor, adstringéncia, cor e
aroma; e para a estabilidade oxidativa dos produtos (Naczk e Shahidi, 2004).

Os compostos fendlicos ndo estdo uniformemente distribuidos nas plantas.
Os insoluveis sdo componentes das paredes celulares, enquanto que os solluveis
encontram-se nos vacuolos celulares (Naczk e Shabhidi, 2004).

Os compostos fendlicos distribuem-se de modo desigual pelas diversas
partes do fruto: grainhas, polpa, vasos fibrovasculares e pelicula. Encontram-se
nos vacuolos das células da polpa associados a polissacarideos nos vasos
fibrovasculares, e/ou livres no suco vascular das células da pelicula. Nas peliculas

também se podem encontrar associados a polissacarideos das paredes celulares
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e a proteinas constituintes das membranas dos vacuolos. Nas grainhas estédo
localizados nos tecidos mais externos, cuticula e epiderme (Cabrita et al., 1999).

Os compostos fendlicos estdo associados a qualidade sensorial e funcional
da frescura e processamento dos vegetais. A reacdo de escurecimento
enzimatico catalisada pela polifenoloxidase €é de importancia vital no
processamento de vegetais e frutos, devido a possiveis alteragfes a cor e aroma
e perda de nutrientes. Por exemplo, a polifenoloxidase é a responsavel pelo
escurecimento das uvas (Ho et al., 1992). Muitos compostos fendlicos das plantas
sdo boas fontes de antioxidantes naturais, que inibem a auto-oxidacéo lipidica, e
tém a capacidade de retardar a oxidag&o lipidica por inibicdo da atividade
lipoxigenase (Ho et al., 1992).

Os compostos fendlicos sdo uma familia de compostos quimicos, cuja
estrutura comum € a presenca de pelo menos um anel benzénico (Cs) ao qual se
liga um ou mais grupos hidroxilo (-OH) (Cabrita et al., 1999; Landrault et al., 2002;
Katalini¢ et al., 2004).

A forma mais simples deste elemento estrutural é o fenol (Figura 2.1), que
assim da o nome a esta série de compostos. As uvas e 0s vinhos contém uma
série de compostos fendlicos, todos eles derivados desta estrutura basica, sendo
gue os teores totais de compostos fendlicos sdo maiores nas uvas do que nos
vinhos (Cabrita et al., 1999). A quantidade desses compostos, na uva, varia com a
casta, com o clima e o solo (terroir) e com o grau de maturacao da uva; no vinho,

depende da tecnologia viticola e da tecnologia enoldgica.

OH

Figura 2.1 - Estrutura quimica do fenol
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2.1.1. Compostos fendlicos do vinho

7

A quantidade de compostos fendlicos no vinho tinto é maior (1000-4000
mg/L) do que no vinho branco (200-300 mg/L) (Bravo, 1998). As uvas tintas
contém em sua composicdo as antocianinas, moléculas responséveis pela
pigmentacdo (e portanto ausentes em uvas brancas). A diferenca na quantidade
de compostos fendlicos dos vinhos tintos e brancos ndo se deve apenas a
presenca das antocianinas, mas também aos processos de fabrico para obtencéo
do vinho. Na preparacao de alguns vinhos tintos, as uvas sdo esmagadas com a
pelicula e grainha, gerando maior quantidade de compostos fendlicos no produto
final (Frankel et al., 1995).

Os compostos fendlicos maioritarios dos vinhos tinto e branco encontram-

se na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Concentragdo dos compostos fendélicos maioritarios em vinhos tinto e branco
(adaptado de Frankel et al., 1995).

. Vinho Tinto Vinho Branco
Compostos fenolicos
(mg/L) (mg/L)

Catequina 191 35
Epigalocatequina 82 21
Acido galico 95 7
Cianidina 3 0
Malvidina-3-glicosideo 24 1
Rutina 9 0
Quercetina 8 0
Miricetina 9 0
Acido cafeico 7,1 2,8
Resveratrol 15 0
Teores médios de compostos

} ) 2567 239
fendlicos totais *

* Expresso em quivalente de acido gélico e mg/L.
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No vinho tinto a catequina e o acido galico sdo os compostos fendlicos em
maior abundéancia. A catequina e a epigalocatequina sdo os compostos fendlicos
maioritarios do vinho branco, pois estdo presentes em maior quantidade no
extrato da pelicula da uva branca. A predominancia desses compostos pode
sofrer alteracdes de acordo com a procedéncia e o tipo da uva (Jackson, 1994).

Uma das possiveis classificacfes dos polifenois das uvas e dos vinhos € a
sua divisio em acidos fendlicos, flavondides, antocianinas e taninos
(proantocianidinas) (Lu e Foo, 1999) e estilbenos (Landrault et al., 2002) que se

vai usar nesta dissertacao.

2.1.1.1. Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos compreendem os acidos benzéicos, com estruturas em
Ce-C1, € 0s acidos cinamicos, com estruturas em Cg-Cs. Devido a serem
hidroxilados, os acidos mencionados sdo designados por acidos hidroxibenzoicos
(AHB) e &cidos hidroxicindmicos (AHC), e podem ocorrer na forma livre ou
associados a outras moléculas. Na classe dos &cidos fendlicos estdo os derivados
dos acidos hidroxibenzéico e hidroxicinamico, frequentemente na forma de
ésteres de acido tartarico (Baranowski e Nagel, 1981).

Os acidos fendlicos encontram-se distribuidos na casca e na polpa da uva
e 0s seus teores diminuem com o amadurecimento e também durante a
fermentacao do vinho (Macheix et al., 1991; Penna et al., 2001).

As uvas e os vinhos tém acidos fendlicos na ordem de 100 a 200 mg/L em
vinho tinto e 10 a 20 mg/L em vinho branco (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

Dentro dos AHB foram identificados: acido p-hidroxibenzéico, acido
protocatéquico, acido vanilico, acido galico, acido siringico, acido salicilico (acido
orto-hidroxibenzéico) e acido gentisico (acido 2°,5 -di-hidroxibenzéico), Figura 2.2

(Naczk e Shahidi, 2004). Estes quando sofrem substituicées nas posi¢cdes meta e

10
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para dao origem, por exemplo, ao acido galico. Alguns vinhos que sofrem

envelhecimento em barril apresentam altos niveis de acido galico.

Acido R, R, R: R.
p-hidroxibenzéico H H OH H
FOoH protocatéquico H OH OH H
Ry vanilico H OCH; OH H
galico H OH OH OH
R; R, siringico H OCH; OH OCH;
Rs salicilico OH H H H
gentisico OH H H OH

Figura 2.2 - Estrutura quimica de &cidos hidroxibenzéicos (adaptado de Naczk e Shahidi, 2004)

Em relacdo aos AHC foram identificados: acido p-cumarico, acido caféico,
acido ferdlico e acido sinapico, Figura 2.3 (Naczk e Shahidi, 2004). As suas
estruturas derivam do &cido cindmico por substituicdo do anel aromético. A
presenca da cadeia lateral com uma ligagdo dupla origina a possibilidade de
ocorréncia de formas isoméricas cis e trans. Na natureza, os compostos ocorrem
essencialmente na forma trans, no entanto, a interconversao das duas formas
pode ocorrer facilmente, quer por isomerizacao fotoquimica ou enzimatica (Strack,
1997).

COOH Acido R, R, R;

p-cumarico H OH H
caféico OH OH H
ferdlico OCH; OH H
sindpico OCH; OH OCH;

Ry

Figura 2.3 - Estrutura quimica de &cidos hidroxicinAmicos (adaptado de Naczk e She Shahidi,
2004)
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Os é&cidos fendlicos ndo apresentam cor numa solugdo hidroalcodlica, mas

podem ficar com cor amarela devido a oxidagao.

2.1.1.2. Flavondides

Os flavondides sdo compostos polifendlicos amplamente distribuidos na
natureza, ocorrendo em folhas, flores, frutos e sementes de diferentes plantas
medicinais, assim como em bebidas, tais como vinho (particularmente tinto), cha e
cerveja (Merken e Beecher, 2000). Geralmente ocorrem na natureza ligados a
acucares e contribuem para as cores brilhantes azul, escarlate e laranja em
folhas, flores e frutos.

Os flavondides tém diversos papéis na ecologia e bioquimica das plantas.
Algumas das suas fungbes incluem: atracdo de polinizadores, protecdo da
radiagdo UV, controlo da respiracdao, defesas contra infecées e estimulgdo da
bactéria Rhizobium para a fixagdo de azoto. No entanto, o organismo humano néo
consegue produzir estas substancias protetoras, mas pode obté-las mediante a
alimentacdo ou em forma de suplementos. Uma propriedade fundamental destas
moléculas, responsaveis por muitos efeitos benéficos, € a sua atividade
antioxidante, devido a sua capacidade de reduzir a formacao de radicais livres e
sua eliminacdo. Esta atividade dos flavondides confere-lhe um potencial
terapéutico em doencgas cardiovasculares, Ulceras géastricas ou duodenais, cancro
ou patologias hepéticas. Também, sdo importantes as suas acgdes antivirais e
anti-alérgicas, assim como as propriedades anti-tromboéticas e anti-inflamatorias
(Pietta, 2000).

Um grande numero de publicacdes cientificas refere que alguns destes
compostos sdo sequestradores eficientes de diversas espécies reativas de
oxigénio e azoto, potentes agentes hepatoprotetores e inibidores da peroxidagéo
de proteinas de baixa densidade induzida por ides cobre (1), atividades muito

importantes na protecédo do organismo humano (Merken e Beecher, 2000).
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Os flavondides sao formados nas plantas a partir dos aminoacidos
aromaticos (fenilalanina e tirosina) e malonato. A estrutura basica € o nudcleo
flavano, que consiste em 15 atomos de carbonos organizados em trés anéis (Ce-
C3-Cs), designados por A, B e C (Pietta, 2000). Os anéis A e B sdo benzénicos,
enquanto que o anel C é um grupo pirano, heterociclico com oxigénio (Figura 2.4)
(Merken e Beecher, 2000). As varias classes de flavondides diferem no nivel de
oxidacdo e forma de substituicdo no anel C, enquanto que 0S compostos
individuais dentro da classe diferem na forma de substituicdo nos anéis A e B
(Pietta, 2000).

Figura 2.4 - Estrutura quimica base dos flavondides (adaptado de Hertog et al., 1992).

Os flavondéides encontram-se na natureza sob a forma de glicosideos, o
qgque promove uma melhor absorgéo intestinal e uma maior bioavaliabilidade
destes compostos (Yilmaz e Toledo, 2004). No entanto, o glicosideo apresenta
menor reatividade na neutralizacdo de radicais livres do que o flavonoide
correspondente, bem como uma maior hidrossolubilidade (Flores et al., 2002).

Os glicosideos formam-se através da unido de residuos de D-glucose a
posicdo 3 ou posicdo 7 destes flavondides, sendo a primeira substituicdo mais
frequente. Outros residuos de agucares que também se podem encontrar ligados
a estes tipos de compostos sdo a D-galactose, a L-ramnose, a L-arabinose, a D-
xilose e o &cido glucurénico (Flérez et al., 2002).
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Os flavonéides encontram-se no estado livre (agliconas) ou ligados
(derivados glicosilados) (Pietta, 2000). Podem também polimerizar com outros
flavonoides (Cabrita et al., 1999).

A estrutura quimica dos flavondides favorece a sua atividade antioxidante.
Os hidrogénios dos grupos hidroxilo adjacentes (orto-difendis), localizados em
véarias posi¢des dos anéis A, B e C, as duplas ligacdes dos anéis benzénicos e a
dupla ligacdo da funcdo ceto (-C=0) de algumas moléculas de flavonodides
fornecem a esses compostos alta atividade antioxidante (Rice-Evans et al., 1996).

Os flavonois sdo compostos caracterizados pela presenca de uma
insaturacdo no anel heterociclico, uma ligacdo dupla em C-2 e um grupo hidroxilo
em C-3. Na Figura 2.5 encontram-se representadas as agliconas mais
importantes: quenferol, quercetina e miricetina (Cabrita et al.,, 1999), todos
originarios nas peliculas das uvas tintas e brancas, embora o vinho branco
apenas contenha quenferol e quercetina. S&0 0s compostos que existem em
maior quantidade no vinho e tém cor amarela. No vinho tinto existem na ordem
das 100 mg/L, enquanto que no vinho branco variam entre 1 a 3 mg/L (Ribéreau-
Gayon et al.; 2000).

Ry R,
Quercetina OH H

Miricetina OH OH
Quenferol H H

Figura 2.5 - Estrutura quimica base dos flavondéis (adaptado de Hertog et al., 1992).

As flavonas tém um hidrogénio em C-3 que as difere dos flavonois (Figura
2.6) (Hertog et al., 1992).
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Figura 2.6 - Estrutura quimica base das flavonas (adaptado de Hertog et al., 1992).

As flavanonas sao derivadas da estrutura das flavonas por reducéo da

ligacdo dupla no anel heterociclico central (Figura 2.7).

Figura 2.7 - Estrutura quimica base das flavanonas (adaptado de Merken e Beecher, 2000).

Os 2,3-di-hidroflavonéis sédo derivados das estruturas dos flavondis por
reducdo da ligacdo dupla no grupo heterociclico central (Figura 2.8). A estilbina
(Figura 2.9), que ocorre de forma original nos vinhos tintos em concentragdes que
variam entre 8,24 a 15,13 mg/L (Landrault et al., 2002), e a engeletina sao

exemplos destas estruturas (Figura 2.10) (Lu e Foo, 1999).
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Figura 2.8 - Estrutura quimica base dos 2,3-di-hidroflavonéis (adaptado de Pietta, 2000).

OH
OH

Figura 2.9 - Estrutura quimica da estilbina, um 2,3-di-hidroflavonol (adaptado de Landrault et al.,
2002).

Figura 2.10 - Estrutura quimica da engeletina, um 2,3-di-hidroflavonol (adaptado de Lu e Foo,
1999).

2.1.1.3. Antocianinas ou Antocianas

As antocianinas encontram-se associadas a um ido sob a forma de sal.

Representam-se pelo catido flavilio (Figura 2.11) (Naczk e Shahidi, 2004).
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Figura 2.11 - Estrutura quimica do catido flavilio (adpatado de Pietta, 2000).

As antocianinas constituem o grupo mais importante de pigmentos de
plantas. S&o solluveis em agua e visiveis ao olho humano. A sua cor varia desde o
vermelho ao violeta, passando pelo azul. Correspondem aos pigmentos
vermelhos das uvas tintas. Localizam-se na pelicula e na polpa de castas tintas
(Cabrita et al., 1999; Dell’Agli et al., 2004). Estdo presentes no vinho tinto na
ordem de 200 a 500 mg/L (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

A cor das antocianinas varia consoante as estruturas quimicas e as
condic¢des fisico-quimicas do meio. Geralmente a cor varia desde o vermelho ao
azul com o aumento dos grupos hidroxilo e o efeito inverso quando se substituem
estes grupos por grupos metoxilo (Cabrita et al., 1999).

As antocianinas sao glicosideos de poli-hidroxilo ou polimetoxilo dos sais
de flavilio (2-fenil-benzopirilo). Elas diferenciam-se pelo ndmero de grupos
hidroxilo e o grau de metilagdo destes presentes no anel lateral, o nimero e a
natureza dos acucares ligados a molécula, e 0 nimero e natureza das cadeias
alifaticas esterificadas com os acgucares (Cabrita et al., 1999).

Estes compostos sdo muito mais estaveis e soluveis na forma glicosilada
(antocianinas) do que na forma aglicona (antocianidinas) (Cabrita et al., 1999),
isto €, as antocianinas sao as agliconas livres das antocianidinas (Dell’Agli et al.,
2004). As antocianidinas cianidina (pigmentacéo vermelha), peonidina (vermelho
escuro), delfinidina (azul), petunidina (vermelho escuro) e malvidina (purpura) sdo
as mais abundantes no género Vitis e do vinho tinto, Figura 2.12 (Cabrita et al.,
1999; Dell' Agli et al., 2004; Naczk e Shahidi, 2004). As suas quantidades relativas

variam com a casta, mas a malvidina é sempre maioritaria (Cabrita et al., 1999).
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OH
Cianidina: R; = OH; R, = H
Delfinidina: R; = OH; R, = OH
Malvidina: R; = OCHs; R, = OCH,
Petunidina: R; = OH; R, = OCHj,
Peonidina: Ry = OCH3; R, = H

Figura 2.12 - Estruturas quimicas das antocianidinas mais abundantes no vinho (adaptado de

Merken e Beecher, 2000).

As antocianinas caracteristicas das Vitis vinifera possuem uma molécula de
glucose ligada na posicéo 3, Figura 2.13 (Cabrita et al., 1999), que é responsavel
pela sua solubilidade e estabilidade. Estes sdo 0os compostos responsaveis pelas
mudancas de cor nos vinhos tintos (Larrauri et al., 1999).

Fq
J}h/c Fiy=0H Ro=H 3-3-Cianidina
|_

OH o | Rq=0H Rz=CH 3-G-Deffinidina
| Fz Ry=OCH3  Ro=H 3-G-Peoniding
ﬁ'\"'n
o o/ O /M Rq=0H Ry=OCH3  3-G-Petunidina
OH ~ .
oH Rq=0CH3  R5=0CHa 3-G-Malvidina

Figura 2.13 - Estrutura das antocianinas glucosiladas (Cabrita et al., 1999).

As diferentes reacdes de oxidacdo, condensacdo e polimerizagcado durante
o envelhecimento do vinho tinto produzem mudancas de cor no vinho envelhecido

e uma transicdo gradual de antocianinas monoméricas através de oligobmeros a
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pigmentos poliméricos mais estiveis, a partir de antocianinas tal como a
malvidina-3-glucosido (Larrauri et al.,, 1999). O conteddo de antocianinas
(malvidina-3-glucésido) em vinhos tintos novos (consumo antes da proxima
vindima) varia de 19,2 a 92,9 mgL™, em velhos (envelhecimento pelo menos em
carvalho de 6 meses e 18 meses em garrafa) de 4,6 a 46,5 mgL™ e nas reservas
(envelhecimento pelo menos em carvalho de 12 meses e 24 meses em garrafa)
de 7,6 a 47,1 mgL™ (Larrauri et al., 1999).

2.1.1.4. Taninos

Os taninos sdo grupos de compostos fendlicos de elevada massa
molecular capazes de se combinar com as proteinas e outros polimeros como 0s
polissacarideos, provocando a sensa¢do de adstringéncia, que ndo é mais do que
a perda do efeito de lubrificacdo da saliva por precipitacdo das proteinas (Cabrita
et al., 1999). Estas moléculas localizam-se nas grainhas e peliculas das uvas. No
vinho tinto existem na ordem de 1 a 3 g/L, enquanto que no vinho branco existem
em algumas dezenas de mg/L (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Podem existir na
forma de taninos hidrolisaveis: galotaninos e elagitaninos, e taninos condensados
(proantocianidinas): mondémeros de catequina e epicatequina.

A estrutura dos taninos hidrolisaveis consiste num poliol ao qual estédo
ligados unidades de acido gélico ou elagico. Os taninos hidrolisaveis mais simples
sdo ésteres do acido galico e um poliol alifatico (quase sempre a D-glucose),
Figura 2.14 (Naczk e Shahidi, 2004). Estes compostos ndo contém moléculas de
flavondides e ndo aparecem naturalmente nas uvas. Eles estdo presentes na
madeira e por isso podem aparecer em vinhos armazenados ou envelhecidos em

barris em madeira (Cabrita et al., 1999).
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Figura 2.14 - Estrutura quimica de um tanino hidrolisavel (adaptado de Naczk e Shahidi, 2004).

Os taninos condensados ou proantocianidinas aparecem nas uvas e Sao

fomados por moléculas de flavandis. Encontram-se fundamentalmente nas
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grainhas e ndo sédo facilmente hidrolisaveis (Cabrita et al., 1999).

A unidade estrutural fundamental das proantocianidinas é o ndcleo flavan-

3-ol (3-hidroxiflavano), (Figura 2.15) (Sun e Spranger, 2005).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo oligbmeros (2 a 5
unidades monoméricas) (Auger et al., 2004) ou polimeros (mais de 5 unidades
monomeéricas) (Auger et al., 2004) de elevado peso molecular, formados por
unidades de 3-hidroxiflavano unidas por ligacdes de C-C (Dell’Agli et al., 2004;

Naczk e Shahidi, 2004).

Figura 2.15 - Estrutura quimica do nicleo 3-hidroxiflavano (adaptado de Sun e Spranger, 2005).
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A estrutura do nucleo 3-hidroxiflavano é diversamente substituida, em
particular hidroxilada, nas posi¢cdes C5 e C7 no anel A, na posicao C3 no anel
heterociclico e na posicdo C3 e C4 no anel B (catequina e epicatequina) ou na
posicdo C3, C4 e C5 no anel B (galocatequina e epigalocatequina). A hidroxilacao
permite distinguir as proantocianidinas em varias classes, a destacar as
procianidinas (polimeros de catequinas e epicatequinas), e as prodelfinidinas
(polimeros de galocatequinas e epigalocatequinas), Figura 2.16 (Dell’Agli et al.,
2004; Sun e Spranger, 2005).

OH
OH OH

R =H - (+)-catequina R = H - (+)-epicatequina
R = OH --- (+)-galocatequina R = OH --- (+)-epigalocatequina

Figura 2.16 - Unidades monomeéricas das principais proantocianidinas (adaptado de Sun e
Spranger, 2005).

Os oligbmeros (procianidinas sdo as mais abundantes) e polimeros estao
presentes nas uvas (V. vinifera L.), sementes, pedunculos e peliculas (Dell’Agli et
al., 2004).

A condensacéo oxidativa ocorre entre o C4 do anel heterociclico e o C6 ou
C8 das unidades adjacentes (Figura 2.17). As segundas (procianidinas diméricas
B1-B4) sdo mais comuns do que as primeiras (procianidinas diméricas-isobmeros
B5-B8) nas uvas e algumas ramificacbes podem ocorrer na cadeia de grandes
oligbmeros e polimeros (Dell’Agli et al., 2004; Sun e Spranger, 2005). Estes
compostos sem cor libertam antocianidinas coloridas pela clivagem das ligacdes
C-C do anel inter-flavanido quando aquecidos em meio fortemente &cido e

alcodlico (Sun e Spranger, 2005).
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A maior proporcao de proantocianidinas no tecido das uvas e dos vinhos
esta sob a forma de oligémeros e polimeros (Figura 2.17) (Cabrita et al., 1999).
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Figura 2.17 - Estrutura quimica das proantocianidinas (adaptado de Sun e Spranger, 2005).

Num vinho tinto novo, a concentragéo total das catequinas varia entre 19 a
76 mgL™, oligémeros entre 65 a 280 mgL™ e polimeros entre 335 a 611 mgL™.
Com o envelhecimento do vinho tinto as concentragdes individuais de todos os
compostos fendlicos, incluindo as proantocianidinas, sao significativamente
reduzidas (Sun e Spranger, 2005). Por outro lado, as proantocianidinas estéo
presentes nas uvas e vinho em formas poliméricas (60-80%), seguidas pelas
formas oligoméricas (15-30%), enquanto que os mondémeros 3-hidroxiflavano
(catequinas) representam s6 uma pequena proporc¢ao (<10%) (Sun e Spranger,
2005).

Para vinhos tintos franceses o teor médio em procianidinas € de 557,7
mgL*, vinhos brancos de 15,1 mgL™ e vinhos rosés de 17,1 mgL™; enquanto que
para as uvas o valor é de 377 mgKg® em fresco, repartindo-se 65% nas
sementes, 20% nos pedunculos, 14% nas peliculas e 1% na polpa (Auger et al.,
2004).
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A concentragao do tanino aumenta com o envelhecimento do vinho tinto. O
contetido em tanino para vinhos novos varia de 250,5 a 525 mgL™, para velhos de
378 a597,2 mgL™ e para reservas de 323,4 a 619,4 mgL™ (Larrauri et al., 1999).

2.1.1.5. Estilbenos

Os estilbenos (1,2-diarilletenos) (Figura 2.18) sdo outra familia mais
complexa de compostos fendlicos. Tém dois anéis benzénicos ligados por etano
ou etileno (Ribéreau-Gayon et al., 2000), podem existir como isémeros cis e trans
(Sun e Spranger, 2005), donde ressalta o trans-resveratol (1 a 3 mg/L em vinhos
tintos) pelas suas carateristicas antioxidantes (Ribéreau-Gayon et al., 2000).

Os estilbenos podem ser mondmeros (trans-resveratrol, trans-astringina e
trans-“piceid”) e oligbmeros: viniferina (0,1-1,63 mg/L) e palidol (0,38-2,22 mg/L)
(Landrault et al., 2002).

2
NG N {'\ 8
| A j/ .
N e TN 2
5] | B ja\
Y 5
R ¥4 Ao

Ry

R1 R2 R3 R4 Rl R2 R3 R4
1 OH OH H OH 6 OH OH H OH
2 GlO OH OH 0OH 7 GleD OH 0OH OH
3 OoH OH H GleO & oH od H GleO
4 GleO OH H OH 9 GleO OH H OH
5 MeO MeD H OH 10 MeD MeO H OH

Figura 2.18 - Estruturas quimicas de estilbenos monémeros identificados no género Vitis:
1 e 6: trans- e cis-resveratrol; 2 e 7: trans- e cis-astringina; 3 e 8: trans- e cis- resveratroldsido; 4 e

9: trans- e cis-“piceid”; 5 e 10: trans- e cis-pteroestilbeno (Sun e Spranger, 2005).

23



Introducéo

2.1.2. Propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas

Os compostos fendlicos sdo constituintes das uvas e por isso estao
presentes no vinho, sendo a sua maior quantidade no vinho tinto do que no
branco (Kanner et al., 1994; Jang et al., 1997; Ruiz et al., 2009) e os sub-produtos
e residuos da vinificacdo, na sua maioria, podem manter quantidades apreciaveis.

Os compostos fendlicos presentes no vinho sdo acidos fendlicos,
flavondides (flavondis e flavanondis), antocianinas e taninos (proantocianidinas).
A catequina e a epigalocatequina sdo os compostos fendlicos maioritarios do
vinho branco. No vinho tinto a catequina e o acido géalico sdo os compostos
fendlicos em maior abundancia (Katalini¢ et al., 2004). Os compostos fendlicos
estao relacionados com a bem conhecida atividade antioxidante de vinhos tintos
(Aguirre et al., 2009). Apresentam multiplos efeitos benéficos para a saude
humana, incluindo as atividades vasodilatadoras com propriedades
arteroscleréticas, as anti-inflamatoérias, as anticancerigenas, as antivirais e 0s
efeitos antibacterianos (Soleas et al., 2002; Katalini¢ et al., 2004; Quirés et al.,
2009; Radovanovié et al., 2009; Rastija e Sari¢, 2009; Yang et al., 2009), que
proporcionam um efeito protetor contra acidentes vasculares e doencas
neurodegenerativas (Virgili e Contestabile, 2000; Katalini¢ et al., 2004). Tém,
ainda, acdo no tratamento de problemas circulatorios pela inibicdo da oxidagéo
das proteinas de baixa densidade (LDL) (Katalini¢ et al., 2004; Ruiz et al., 2009;
Mudnic et al., 2010). Os beneficios para a saude dos polifendis surgem dos
efeitos antioxidativos, baseados na capacidade de sequestrar os diferentes
radicais livres que conduzem a protecdo de moléculas biolégicas contra a
oxidacao (Rastija e Sari¢, 2009; Mudnic et al., 2010).

O vinho tinto representa uma fonte rica de compostos fendlicos tais como
as antocianinas e as proantocianidinas que sdo os mais determinantes na sua
qualidade, porque influenciam a cor, 0 amargor, a adstringéncia e a estabilidade
quimica para a oxidacdo (Dell'Agli et al., 2004; Monagas et al., 2006), e o sabor,
sendo também os principais responsaveis pelo seu poder antioxidante (Katalini¢
et al., 2004).
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A adstringéncia e o amargor dos vinhos novos sdo devidos aos acidos
fendlicos e taninos condensados. Os acidos hidroxicinamicos (AHC) e taninos
condensados, juntos com os flavonois, também actuam como copigmentos de
antocianinas (Monagas et al., 2006).

As antocianinas sao progressivamente transformadas em pigmentos
oligoméricos e poliméricos mais estaveis, os quais ddo origem a importantes
alteracdes na cor (do vermelho vivo ao vermelho tijolo) e na adstringéncia dos
vinhos, devido a mecanismos como reac¢gfes de condensagdo que ocorrem
durante o envelhecimento do vinho tinto (Monagas et al., 2006).

Na vida aer6bia, os organismos ndo conseguem sobreviver sem oxigénio
e, paradoxalmente, esse oxigénio constitui um perigo potencial por ser
responsavel pela formagédo de compostos intermediarios parcialmente reduzidos e
dotados de uma elevada reatividade — as espécies reativas de oxigénio (ROS).

Os compostos fendlicos sdo importantes antioxidantes naturais devido aos
seus elevados potenciais redox que permitem que estes compostos sejam bons
agentes redutores, dadores de hidrogénio e com capacidade de reagir com
espécies reativas de oxigénio. O incremento dos efeitos depende do numero e
posicéo dos grupos hidroxilo (Vitaglione e Fogliano, 2004).

O processo oxidativo € iniciado através da oxidacdo de derivados do
catecol tais como a (+)-catequina / (-)-epicatequina, galocatequina, acido galico e
0S seus ésteres, e o acido cafeico, que constituem a familia de compostos
fendlicos mais facilmente oxidaveis no vinho (Singleton, 1987; Singleton, 2000;
Kilmartin et al.,, 2001). Estes compostos sao oxidados sequencialmente a
guinonas e semiquinonas, enquanto que o oxigénio é reduzido a radicais
hidroperoxilo e perdxido de hidrogénio. Os fendis sdo usados como inibidores de
reagoes envolvendo radicais livres e funcionam como terminadores de reagdes
radicalares. Este processo é catalizado pelo ciclo redox Fe*/Fe?*. O peréxido de
hidrogénio é depois reduzido pelo Fe?, pela reacdo de Fenton, a radicais
hidroxilo capazes de oxidar grupos hidroxilo de compostos saturados. Radicais
intermédios podem, também, reagir com o oxigénio formado por uma via adicional
para a sua reducdo. Assim, ambos os ides férrico (Fe**) e ferroso (Fe?), que

estdo presentes no vinho, apresentam uma funcéo catalitica muito importante.
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Os compostos fendlicos tém na atualidade um papel importante na nutricdo
e na saude humana devido a sua atividade antioxidante, pela presenca de
substituintes de hidroxilo e estrutura aromatica (Villafio et al., 2007), que permitem
eliminar radicais livres e inibir a oxidacdo da lipoproteina; a oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) tem sido sugerida como a principal causa
das doencas cardiovasculares (Lu e Foo, 1999). Os flavondides, uma das classes
mais importantes, possuem um efeito protetor sobre o sistema cardiovascular,
além de manifestarem propriedades antivirais, anti-inflamatorias, antialérgicas, e
outras (Hertog et al., 1992; Robards e Antolovich, 1997; Bravo, 1998; Merken e
Beecher, 2000; Pietta 2000).

Varios estudos epidemioldgicos tém mostrado que o aumento da ingestao
de compostos fenodlicos antioxidantes esta correlacionado com a reducdo da
doenca cardiaca coronaria. Isto podera ajudar a explicar o “paradoxo Francés”, ou
seja, a baixa taxa de mortalidade por doenca cardiaca entre populacdes que
regularmente bebem vinho tinto embora a sua dieta seja rica em gorduras
saturadas. De fato, os vinhos tintos contém compostos fendlicos em niveis
elevados (Lu e Foo, 1999), um grande numero dos quais podem atuar como
antioxidantes, com envolvimento de ambos os mecanismos de eliminacdo de
radicais livres e de quelatacao de metais (Ghiselli et al., 1998).

Evidéncias cientificas consolidadas suportam a hip6tese de participacdo
das LDL modificadas oxidativamente na patogenia da arterosclerose. A
susceptibilidade da LDL para modificagbes oxidativas € modulada pela
composicdo dos &cidos gordos e nivel da concentracdo no plasma dos
antioxidantes. Um numero de antioxidantes naturais tem sido encontrado para
estreitar a resisténcia das LDL para modificagdes oxidativas. O vinho tinto tem
efeito positivo na modulagéo a resisténcia das LDL humanas contra modificacdes
oxidativas (Ghiselli et al., 1998).
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2.2. Antioxidantes

Um antioxidante pode ser definido como “qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentragcdes comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidag&o daquele substrato de modo eficaz”. Dividem-se em duas classes:

e antioxidantes primarios ou antioxidantes de quebra de cadeia;

e antioxidantes secundarios ou antioxidantes preventivos (Antolovich
et al., 2001), também designados de sinergistas (Sikorski e
Kolakowska, 2003).

Os antioxidantes secundarios sdo compostos que retardam a taxa de
oxidagcao por diferentes mecanismos (eliminacdo do substrato ou eliminacao do
oxigénio singleto) (Antolovich et al., 2001; Sikorski e Kolakowska, 2003).

Os antioxidantes primarios (AH) funcionam como electrdo ou dador de
hidrogénio aos radicais antioxidantes primarios (A®), regenerando o antioxidante
primario (Madhavi, et al., 1996). Reagem com os radicais lipidicos (L*) produzindo
produtos estaveis (Sikorski e Kolakowska, 2003) que podem atrasar ou inibir a
etapa de iniciagdo pela reagdo com um radical lipidico ou inibir a etapa de
propagacéo pela reacdo com radicais peroxilo ou alquilo (Antolovich et al., 2001;
Belitz et al., 2004):

L*+AH - LH +A°®
LOO®* + AH — LOOH + A°®
LO®*+ AH — LOH + A®

O radical livre antioxidante pode posteriormente interferir com a reagao de
cadeia de propagacdo formando compostos antioxidantes peroxilo (Antolovich et
al., 2001), que sédo produtos finais ndo reactivos e estaveis (Belitz et al., 2004):

A® + LOO®* — LOOA
A®* +LO* — LOA
A*+L° - LA
A energia de ativacéo das reagfes anteriores aumenta com 0s incrementos

da energia de dissociagao das ligagbes A-H e L-H. Por consequéncia, a eficiéncia
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do antioxidante aumenta com o decréscimo da forca de ligagdo A-H (Antolovich et
al., 2001).

Os antioxidantes, segundo o seu modo de acdo, podem ser classificados
como radicais livres terminadores, quelantes dos ifes metalicos capazes de
catalizar a oxidacao lipidica, ou como eliminadores de oxigénio que reagem com o
oxigénio em sistemas fechados (Figura 2.19). Esta classificacdo parte do
principio de que a auto-oxidacdo lipidica é uma reacdo de cadeia de radicais
livres segundo as etapas de iniciagao, propagacao e terminagéo (Moreno et al.,
1998).

Os antioxidantes sao substancias capazes de prevenir ou atrasar a taxa de
oxidagao, um dos principais processos da deterioracdo dos alimentos, afectando
a seguranca, cor, sabor e textura dos alimentos (Moreno et al., 1998), na reacéo
de cadeia de radicais livres em matérias auto-oxidaveis. Os radicais livres sédo
muito destrutivos para os lipidos, levando a formagéo de aromas desagradaveis, e
igualmente para as células humanas, pela interferéncia nas reacdes metabdlicas
(Louli et al., 2004).

1
./
RH HO

o ROH )
3— o, R /& RO
\v Ho
RH

2 —> ROO

\

RH ROOH /

1 - atividade antirradicalar

2 - atividade antilipoperoxidagéo
3 - atividade anti-oxigénio

4 - atividade quelante

Figura 2.19 - Mecanismo da atividade antioxidante (adaptado de Papas, 1999)
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A deterioragdo oxidativa pode ser impedida ou retardada pelo uso de
antioxidantes sintéticos ou naturais. Por razdes toxicologicas, atualmente, 0 uso
de antioxidantes naturais na industria alimentar mostra ser um incremento
vantajoso em relacdo aos antioxidantes sintéticos. Os antioxidantes comerciais
mais utilizados sao o tocoferol, o acido ascérbico e alguns extractos de plantas
(rosmaninho, salva, cha verde) (Moreno et al., 1998; Louli et al., 2004).

Contudo, a recuperacdo de antioxidantes a partir dos sub-produtos da
indastria vitivinicola é de grande importancia, ndo sé pelas propriedades
antioxidantes, antimutagénicas, anti-inflamatérias, anti-ulceras, anti-carciogénica e
anti-microbiana, e também, pela reducéo do risco de doencas cardiovasculares,
mas também porque poderia utilizar uma grande quantidade de residuos da
industria vinicola, os quais sdo usados na alimentacdo animal (Moreno et al.,
1998; Louli et al.,, 2004), na producdo de acido citrico (Lu e Foo, 1999) ou
transportados para aterros (Louli et al., 2004). Consequentemente, 0 seu impacto
ambiental podera ser reduzido (Louli et al., 2004).

A auto-oxidacdo em sistemas biologicos e alimentares tem varias
implicacbes, ndo s6 para a saude humana e estado nutricional, mas também para
uma vasta area da ciéncia e tecnologia alimentar (Madhavi et al., 1996). A auto-
oxidacao de lipidos e a geracdo de radicais livres sdo fendmenos naturais em
sistemas biol6gicos e alimentares.

Nos sistemas biologicos existem varias defesas bioquimicas, tais como,
enzimas, minerais, vitaminas antioxidantes e “antioxidantes exdgenos”. Nos
sistemas alimentares os antioxidantes que ocorrem naturalmente ddo uma certa
guantidade de proteccdo contra a oxidacdo. Contudo, perdem-se durante o
processamento ou armazenamento, necessitando da adicdo de “antioxidantes
exodgenos”. Retardam e/ou impedem o inicio da oxidagao lipidica, aumentando o
tempo de vida de prateleira dos produtos alimentares, sem perda do valor
nutricional e caracteristicas sensoriais (Madhavi et al., 1996).

Nos sistemas biolégicos, a formacdo dos radicais livres organicos é
favorecida por diversos agentes e mecanismos tais como a radiagao, a elevada
tensdo de oxigénio e o metabolismo xenobidtico. Sdo espécies muito reativas que

reagindo com o oxigénio molecular originam radicais peroxilo (ROQO®) e
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hidroperoxidos (ROOH) podendo iniciar reacfes em cadeia causando lesdes
celulares em todos os 6rgdos superiores por danos nos componentes celulares,
tais como os acidos gordos polinsaturados, fosfolipidos, colesterol, DNA e
proteinas. Associam-se, assim, a doencas cardiovasculares, a situacdes
inflamatorias, a certas formas de cancro (Madhavi et al., 1996) e envelhecimento
precoce celular (Papas, 1999).

Nos sistemas alimentares, de entre as principais reagdes, destaca-se 0
escurecimento enzimatico e a oxidacao de lipidos. A oxidagéo de lipidos, durante
0 processamento e o armazenamento dos alimentos, € catalizada pelo calor, luz,
radiacdo ionizante, ides metalicos, metaloproteinas e enzimas (lipoxigenase)
(Cadenas e Packer, 1996; Madhavi et al., 1996).

Os mecanismos da agao antioxidante incluem: 1) supressao da formagéao
das espécies reativas de oxigénio (ROS) pela inibicdo enzimatica ou quelacéo; I1)
eliminacdo das ROS; e |Ill) hiper-regulagdo ou proteccdo das defesas
antioxidantes (Pietta, 2000).

Segundo o critério acima descrito, os flavondides inibem as enzimas
responsaveis pela formacdo do anido superoxido e outras envolvidas na geragéo
das ROS e quelatam os metais que tém um papel importante no metabolismo do
oxigénio. O ferro (Fe**) e o cobre (Cu) sdo potenciais incrementadores da
formacédo de ROS, como exemplificado pela redugédo do H,O, com geragédo do
radical HO® de elevada agressividade,

H,0, + Fe** (Cu*) - HO® + HO + Fe** (Cu®)
ou pela oxidacdo das LDL mediada pelo cobre (Cu®) e oxigénio molecular (O,),
LH - L*— LOO*
em que o LH representa as LDL (Pietta, 2000).

As propriedades biolégicas dos compostos fendlicos presentes no vinho
estdo relacionadas com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre
determinado meio, que por sua vez, depende da sua estrutura quimica (Quirds et
al., 2009; Rastija e Sari¢, 2009). A atividade antioxidante e antirradicalar dos
flavonoides estédo relacionadas com a presencga de dois grupos hidroxilo vizinhos
no anel B, com o numero de grupos hidroxilo livres, com uma ligagdo dupla na

posicdo 2,3 no anel C, ou com a presenca de um grupo 3-hidroxilo. Para a
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atividade antioxidante dos acidos fendlicos e 0s seus ésteres um parametro
importante € o numero de grupos hidroxilo na molécula e a presenca de
impedimento estéreo (Rastija e Sari¢, 2009). O nimero de grupos hidroxilo nas
moléculas da quercetina, catequina e cianidina no anel B € o mesmo, mas a
atividade antioxidante dessas moléculas € diferente. A dupla ligacdo na posicéo
2,3 e a funcdo oxo (-C=0) no anel C da quercetina proporciona-lhe uma maior
atividade antioxidante em comparagdo com a catequina. A cianidina ndo tem a
funcdo oxo (-C=0) no anel C, mas conta com trés duplas ligacdes que podem
fazer conjugacéo e apresentar, praticamente, a mesma atividade antioxidante da
guercetina. Nao s6 os grupos hidroxilo do anel C sdo importantes para a atividade
antioxidante dos flavondides, mas também os do anel B. A molécula do campferol
apresenta baixa atividade antioxidante quando comparada com a da quercetina,
pois no anel B s6 h4 um grupo hidroxilo. A miricetina possui um terceiro grupo
hidroxilo no anel B, mas isto ndo aumenta a sua atividade antioxidante em relagéo
a guercetina. A epigalocatequina é a molécula de catequina com mais um grupo
hidroxilo no anel B. Esse grupo hidroxilo é responsavel pela maior atividade
antioxidante em relacdo a catequina, mas ndo em relacdo a quercetina. A
guercetina € o flavondide do vinho que apresenta a maior atividade antioxidante
(Rice-Evans et al., 1996). A catequina constitui o polifenol mais abundante do
vinho tinto, mas sua atividade antioxidante é menor que a da quercetina e do
acido galico.

Os antioxidantes sdo conhecidos por usar ambos o0s efeitos antioxidante e
pré-oxidante, dependendo das suas concentracdes (Vitaglione e Fogliano, 2004).
Varios estudos sugerem que alguns compostos fendlicos, quando ingeridos em
concentragdes elevadas, podem apresentar certas fungdes na carcinogenicidade,
genotoxicidade, toxicidade da tiréide, e podem estar ligados com a actividade

estrogénica (Radovanovic et al., 2009).
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2.2.1. O método de DPPH*

Os compostos fendlicos tém propriedades antioxidantes, e quando sao
considerados eliminadores de radicais livres, a sua atividade antioxidante
depende da sua estrutura quimica, especificamente depende da sua capacidade
de doar o hidrogénio ou o eletrdo e da sua capacidade de deslocar o eletrdo
desemparelhado no interior da estrutura benzénica. As propriedades
antioxidantes estdo também relacionadas com a protecdo biolégica das moléculas
contra a oxidacéo (Villafio et al., 2005).

Este método é baseado na medi¢cdo da eliminacdo de radicais livres dos
compostos antioxidantes usando DPPH® em solucdo de metanol ou etanol, com
diferentes tempos de reacdo (30 min no método original; tempos curtos como 5
min ou 10 min; ou seguir a reacdo até ao tempo de estado de equilibrio
(Molyneux, 2004)) e estudo do comportamento cinético da eliminagdo do radical
livre. Através da selecdo dos parametros cinéticos determina-se a eficiéncia
antioxidante (Moreno et al., 1998).

A espetrofotometria é a técnica mais utilizada para avaliar a reacdo de
descoloracdo do DPPH® produzida pela adicdo do antioxidante, num comprimento
de onda varidvel entre 515-528 nm, para a medi¢do da absorvancia (Moreno et
al., 1998).

A adicdo de um antioxidante resulta num decréscimo da absorvancia
proporcional a concentracdo e a atividade antioxidante do préprio composto a
estudar (Villafio et al., 2007).

A molécula de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo € um radical livre estavel (Figura
2.20). Devido a deslocalizacdo da carga (electrdo cedido), a molécula néo
dimeriza. Origina uma cor violeta intensa caraterizada pela absor¢cdo de uma
banda entre 515-528 nm na zona visivel, numa solugdo contendo etanol
(Molyneux, 2004) ou metanol (Moreno et al., 1998; Villafio et al., 2007).
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AL

NO,

Figura 2.20 - Radical livre de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (adaptado de Molyneux, 2004).

7

Quando uma solucdo de DPPH® é misturada com uma substancia que
possa doar atomos de hidrogénio, a molécula DPPH® passa a forma reduzida,
2,2-difenil-1-picril-hidrazina, ndo radicalar (Figura 2.21), com perda da cor violeta
e aparecimento de uma cor amarela pélida residual atribuida ao grupo picrilo

ainda presente (Molyneux, 2004).

Ve

Figura 2.21 - Forma nao radicalar 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (adaptado de Molyneux, 2004).
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Este método baseia-se na reacdo entre o radical estavel, 2,2-Difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH®) em solucdo de metanol ou etanol com um composto
antioxidante ou com outro qualquer composto com o objectivo de avaliar a sua
atividade antioxidante. A reducdo de DPPH®, como indicada abaixo, é seguida
pela monitorizacdo do decréscimo na sua absorvancia durante a reagdo. Na
forma radicalar, o DPPH® absorve, mas apds reducdo por um antioxidante (AH)
ou espécie radicalar (R®), ou radical livre (A®) a absorvancia desaparece (Williams
et al., 1995).

DPPH®*+ AH — DPPH-H + A®
DPPH®*+ R*ou A* — DPPH-R

Representando a molécula dadora de atomos de hidrogénio por AH, a
forma reduzida do DPPH® por DPPH-H e um radical livre produzido pela reacéo
por A®, este Ultimo radical resiste a novas reacdes que controlam a estequiometria
total, isto €, o numero de moléculas de DPPH reduzidas (sem cor) por uma
molécula redutora. Uma vez que, quanto maior for a deslocalizacdo electrénica,
maior é a estabilidade do radical, maior é a facilidade com que a molécula doa os
hidrogénios, logo as diferencas dos valores para diferentes compostos é
explicada pela sua estrutura quimica. A reacdo pretende fornecer a ligacdo com
as reacOes que ocorrem dentro de um sistema de oxidag&o, tal como a auto-
oxidagdo lipidica ou outra substancia insaturada; a molécula de DPPH®
representa os radicais livres formados nestes sistemas, cuja atividade € ser
suprimida pelas substancias AH (Molyneux, 2004).

Na maioria dos casos, o grupo funcional que cede o protdo ao radical é o
grupo hidroxilo (-OH) do antioxidante.

O DPPH?* é usado para avaliar a atividade dos compostos fendlicos pela
transferéncia de atomos instaveis de H ao radical (Villafio et al., 2007).

A configuragdo o-di-hidroxilo é observada como a principal medida
dominante da atividade dos antioxidantes fendlicos (Ordoudi et al, 2006).

Para a avaliacdo da atividade antioxidante sdo introduzidos os seguintes
parametros cinéticos (Laurrari et al., 1999):

e ECs5, (EC = “Efficient Concentration”), a concentracdo eficiente de

antioxidante necesséria para diminuir em 50% a concentragdo do
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substrato inicial de DPPH®; mas ndo tem em atencdo o tempo de
reacdo (Moreno et al., 1998); avalia a atividade de doacéao total do
atomo de H (Villafio et al., 2007);

Tecso (Tecso = “Time Efficient Concentration”), o tempo de reacao
necessario para atingir o estado de equilibrio para a concentracédo
correspondente a ECs, (Moreno et al., 1998);

AE (“Antiradical Efficiency”), a eficiéncia antirradicalar, um
parametro para caraterizar os compostos antioxidantes onde AE = 1
| (ECso X Tecso). AE € mais discriminatéria do que ECsp.Tem em

atencao o tempo de reacao (Moreno et al., 1998).

Para uma maior atividade antioxidante, um menor valor ECs, (Moreno et
al., 1998; Molyneux, 2004).

Baseados nos valores de Tegcso classifica-se o comportamento cinético de

um composto antioxidante da seguinte forma (Moreno et al., 1998):

rapido: <5 min;
intermédio: 5-30 min;

lento: >30 min.

Quanto menor o valor de ECsp, menor Tgcso € maior AE (Moreno et al.,

1998).

A classificacdo cinética da AE, expressa em g'Lmin™, de um composto

antioxidante varia do seguinte modo (adaptado de Moreno et al., 1998):
e baixa: AE<82,05;
e média: 82,05<AE<410,26;
e alta: 410,26<AE<820,51;
e muito alta: AE>820,51.

Este método da informacdo sobre as reagbes cinéticas (Villafio et al.,

2005). A cinética de transferéncia do atomo de H é importante, porque os radicais

livres no organismo sédo espécies com periodo de vida curto, o que implica que o

impacto de uma substancia como um antioxidante depende da rapida reatividade

dos radicais livres (Villafio et al., 2007).
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As reacdes dos compostos fendlicos com o DPPH® sdo realizadas na
auséncia da adicdo DPPH-H (forma reduzida), diferem de composto para
composto (Katalinic et al., 2006).

O método DPPH, pela sua facil e precisa utilizacdo, € recomendado para
medir a atividade antioxidante de frutos, sumos ou extratos vegetais (Moreno,
2002; Katalinic et al.,, 2006) e de vinhos (Villafio et al., 2007) sendo os seus
resultados reprodutiveis e facilmente compardveis com outros métodos
envolvendo radicais livres como é o caso do método do ABTS (Moreno, 2002;
Katalini¢ et al., 2006; Villafio et al., 2007). Este método apresenta a vantagem de
usar um radical livre estavel e comercial (Villafio et al., 2007).

A escolha do método DPPH neste trabalho, que é baseado na eliminacao
de radicais livres, deve-se ao facto de, ultimamente, ja ter sido extensivamente
utilizado para medir a atividade antioxidante do vinho, de ser de facil e precisa
utilizacdo e o radical DPPH" apresentar a mesma estequiometria com o acido
galico, que € um reconhecido composto antioxidante utilizado como referéncia na

avaliacdo da atividade antioxidante.

2.3. Polissacarideos

Os polissacarideos sao um dos principais grupos de macromoléculas do
vinho. Tém um papel importante na estabilidade do vinho (Coimbra et al., 2002) e
um incremento das propriedades organoléticas (Aguirre et al., 2009), e 0s seus
efeitos dependem da sua composicao, estrutura, e concentracéo nos vinhos. Tém
origem nas uvas e nos microorganismos, leveduras durante a fermentacéo
(Coimbra et al., 2002; Aguirre et al., 2009). Existem nas concentragdes de 0,2-2
gL (Boulet et al, 2007). As arabinanas, arabinogalactanas tipo II,
ramnogalacturonanas, e galacturonanas provém dos polissacarideos pécticos das
paredes celulares das uvas, apds degradacéo pela acdo das pectinases durante a
maturacdo das uvas e durante os primeiros passos do fabrico do vinho. Os

microorganismos  (Saccharomyces cerevisiae) produzem mananas e
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manoproteinas (150 mgL™ (Boulet et al., 2007)) durante e apés a fermentacado. As
glucanas sao produzidas pelo Botrytis cinérea, que pode infetar as uvas (Coimbra
et al., 2002).

Os principais polissacarideos que estdo presentes no vinho sédo as
manoproteinas e arabinogalactanas tipo Il. As manoproteinas sao polissacarideos
neutros compostos principalmente de manose e de quantidades pequenas de
glucose, associados com a proteina que pode variar de 2 a 36%. As
arabinogalactanas tipo Il denominadas, também, de arabinogalactanas-proteinas,
devido a pequena proporcdo de proteina, por vezes presente. O &cido
glucurdnico, também, é encontrado em quantidades que podem variar entre 3 e
20%. Os diferentes conteudos em &cidos urénicos conferem-lhes caracteristicas
de acido fraco ou polissacarideos mesmo &cidos (Coelho et al., 2011).

Segundo o vinho tinto estudado por Aguirre et al., 2009 apresenta uma
mistura complexa de polissacarideos com atividade antioxidante, a qual pode
desempenhar um papel significativo nas propriedades antioxidantes de vinho
tinto.

E conhecida a atividade antimutagénica dos polissacarideos pépticos
(Hensel e Meier, 1999) e a reducédo da absorcao intestinal de chumbo pela
ingestdo de ramnogalacturonanas do tipo Il na forma dimérica (Tahiri et al., 2000),
para além de todos os efeitos das fibras alimentares que podem ter na diminuicdo
do risco de cancro do célon e de outras doencas do foro gastrointestinal
(McDougall et al., 1996).

2.4. Microencapsulamento

Os processos de encapsulamento foram desenvolvidos entre os anos de
1930 e 1940 pela National Cash Register nos EUA para a aplicagdo comercial de
um corante a partir de gelatina como agente encapsulante mediante um processo

de coacervacao (Fanger, 1974).
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O microencapsulamento € uma tecnologia em expansdo com aplicagdes na
indUstria alimentar e farmacéutica (Berrocal e Aberger, 1999). E definida como
uma tecnologia de inclusdo de matérias soélidas, liquidas ou gasosas em
microcapsulas, as quais podem libertar o seu conteddo de forma controlada em
condicdes especificas (Dziezak, 1988).

O microencapsulamento esta em expansdo com diversas aplica¢des, nao
somente na industria alimentar, como também em outras areas, como na industria
farmacéutica, na cosmética, na industria de racdes de animais, na area da
publicidade e nos pesticidas (Berrocal e Aberger, 1999).

O microencapsulamento é um processo mediante o qual pequenas
guantidades indefenidas de liquidos em forma de gotas, soélidos, ou gases
denominados de nucleo ou material encapsulado séo revestidas por um filme
uniforme e continuo designado de matriz, material de parede ou encapsulante, o
qual protege o nucleo das condicbes adversas do meio, tais como a luz,
humidade, oxigénio e interagBes com outros compostos, aumentando a sua vida
atil e promovendo a libertacdo controlada do encapsulado em condi¢cBes pré-
estabelecidas (Shahidi e Han, 1993; Sheu e Rosenberg, 1995; Risch, 1998;
Gouin, 2004; Ghosh, 2006; Barczaka e Kolodziejczyk, 2011). O nucleo pode ser
libertado a tempos diferentes, isto €, uma libertacdo controlada e gradual,
dependendo das propriedades do encapsulante ou matriz. Existem diferentes
tipos de revestimento que apresentam diferentes niveis de permeabilidade, os
quais protegem o nucleo das condigbes mais severas, e controlam as substancias
que fluém dentro do nucleo e a sua libertacdo (Dziezak, 1988; Jackson e Lee,
1991, Barczaka e Kolodziejczyk, 2011).

O agente encapsulante, que é basicamente um material polimérico capaz
de formar um filme, pode ser selecionado a partir de uma vasta gama de
polimeros naturais ou sintéticos, devera ter algumas caracteristicas ideais (baixa
viscosidade em altas concentra¢cfes, facil manipulagdo durante o processo de
encapsulamento, capacidade para formar emulsdes estaveis com o ndcleo, baixa
higroscopicidade, solubilidade em solventes de grau alimentar, capacidade de
promover a libertacdo controlada no tempo, local e condicdes desejadas e
viabilidade ecinomica (Shahidi e Han, 1993)), dependendo das caracteristicas
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quimicas e da finalidade do uso do material do nudcleo, das condigbes de
armazenamento e das condi¢cdes a que sera exposto o produto, do processo de
encapsulacdo e das caracteristicas desejadas para o produto final. Geralmente,
polimeros solUveis em agua sdo usados para encapsular nucleos organicos,
enquanto que nucleos hidrossolaveis sdo encapsulados por material hidrofobico
(Bakan, 1973).

Na pratica, é comum utilizar misturas de dois ou mais agentes
encapsulantes devido a dificuldade de um agente isoladamente apresentar a
totalidade das caracteristicas supracitadas.

A gelatina é um agente encapsulante. E uma proteina de origem animal
gue pode ser obtida a partir de diferentes origens de colageneo (proteina de
importancia fundamental na constituicdo da matriz extracelular do tecido
conjuntivo) por hidrélise parcial acida ou alcalina, cujas propriedades dependem
do processo de obtencdo e da matéria-prima (Bell, 1989; Gennadois et al., 2002).
A gelatina obtida a partir da hidrélise acida apresenta um ponto isoelétrico na
faixa alcalina proximo dos 9,4, devido as condi¢cbes do processamento menos
rigidas, minimizando modificagbes no grupo funcional amina o que mantém o
valor préximo do pH do coldgeno. A gelatina obtida através de hidrdlise alcalina
apresenta um ponto isoelétrico acido na faixa de 4,8 e 5,2, devido a ser submetida
a longos tratamentos com reagentes alcalinos e apenas uma pequena porgao do
grupo funcional amina resiste ao processo (90-95% de &cido carboxilico livre)
(Poppe, 1997). E uma mistura heterogénea de proteinas de elevado peso
molecular sollveis em agua (Budavari, 1996) com capacidade de formacgéo de gel
termo-reversivel, sendo este formado por uma rede tridimensional, mantida por
zonas de jun¢des microcristalinas intermoleculares (Slade e Levine, 1987), sendo,
portanto, um gel coloidal (Sobral et al., 2001). Devido ao seu carater anfotérico
(carga negativa acima do seu ponto isoelétrico, pH no qual a carga em solugéo é
neutra, e carga positiva abaixo deste), ndo é nem acida nem alcalina, possui
ambas as propriedades dependendo da natureza da solucao (Budavari, 1996). A
gelatina forma um gel a uma concentracdo minima de 0,5% num intervalo de pH
de 4 a 8. O pH em solugbes aquosas para a gelatina tipo A (gelatina de bovino)
situa-se entre 4,5 e 6, e para a gelatina tipo B (gelatina de suino) o pH varia de de
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5a 7 (US FDA, 1997). A base do residuo seco da gelatina apresenta 98 a 99% de
proteina. O peso molecular destas grandes estruturas proteicas normalmente
variam entre 20 e 250 KDa (Keenan, 1994), com alguns agregados a pesarem na
ordem dos milhdes (Poppe, 1997). Apresenta propriedades fisico-quimicas tais
como: incolor ou ligeiramente amarela, transparente, quebradica, inodora, folhas
insipidas, flocos, ou pds; solivel em agua quente, glicerol, e acido acético; e
insolivel em solventes organicos (Budavari, 1996). Pode ser produzida em
abundancia a baixo custo, com propriedades funcionais interessantes
(estabilizador, espessante e texturizador) e amplamente utilizada na industria
alimentar (clarificador de bebidas, coberturas de pastelaria, molhos e sopas
instantaneas, filmes comestiveis, pura ou em mistura com outras moléculas na
confeccao de produtos, estabilizadores em gelados, cremes de queijo e espumas
alimentares) (McCormick, 1987; Arvanitoyannis et al., 1998; Gass, 2001;
McWilliams, 2001; Sobral et al., 2001). Pelas propriedades de formacao de géis e
filmes termo-reversiveis, a gelatina apresenta-se como um material muito versatil
na obtencdo de microparticulas por diversos tipos de processos (Poppe, 1997).

O amido pode aprisionar moléculas devido a capacidade da fragdo de
amilose formar estruturas reticuladas e formar complexos muito estaveis. O amido
hidrolisado ndo oferece propriedades emulsificantes. Para tal deve conter os
agrupamentos lipofilicos e hidrofilicos. Perante deste facto, foi incorporado um
componente lipofilico, modificando quimicamente o amido (Figueirédo, 1998).

O Capsul é um amido de milho ceroso e modificado enzimaticamente
desenvolvido pela National Starch and Chemical Corporation dos EUA, em que o
componente lipofilico incorporado foi o sucinato de octanilo, aumentando a
capacidade e a estabilidade de emulsdo nas formulagbes (King et al., 1976). E
utilizado para o encapsulamento de 6leos essenciais citricos, 6leos vegetais e
uma grande variedade de misturas de compostos volateis estabilizando-as para
uma secagem eficiente por atomizagdo (Ascheri, 1997). E muito usado pela
excelente retencdo de compostos volateis (acima de 93%), pela estabilizacdo da
emulsdo e pela baixa viscosidade (King et al., 1976). A maior estabilizacdo da
mistura e a formacdo de crosta na secagem sao as vantagens do Capsul na

maximizacdo de componentes do nucleo e minimizacdo destes na superficie,
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durante a secagem por atomizacdo (Figueirédo, 1998). O amido de milho
modificado por inclusdo do agrupamento lipofilico tem sido o mais utilizado para o
encapsulamento de compostos de aroma. E um bom substituto da goma-arabica,
pelo menor custo, pelo uso em menor quantidade e pela pronta disponibilidade. O
amido modificado também pode ser obtido a partir da mandioca, batata e trigo
(Cardello e Celestino, 1996).
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Objetivos do Trabalho

Tanto quanto sabemos, a atividade antioxidante do residuo da destilacao
do vinho ainda néo foi estudada. Neste trabalho propde-se utilizar a destilacéo a
pressao reduzida para obtencéo, a partir de excedentes de vinho tinto, de fragbes
ricas em compostos fendlicos com atividade antioxidante; preparar microcapsulas
deste material e avaliar a sua possivel utilizacdo no desenvolvimento de um
alimento funcional com propriedades antioxidantes.

Neste trabalho, como forma de minimizar a exposicdo as temperaturas de
80-85°C e acidez elevada a que decorre a destilacdo vinica, propfe-se a
destilacdo a presséo reduzida, em que se utilizam temperaturas de 40°C, que
minimizam as altera¢des das potenciais propriedades biologicas dos compostos.
O residuo liquido desalcoolizado foi fracionado em diversas fragBes, as quais
foram caraterizadas, quanto a quantificacdo dos compostos fendlicos totais e dos
polissacarideos e quanto a avaliacdo da atividade antioxidante.

Neste trabalho estudou-se o microencapsulamento como uma tecnologia
de preservacao da atividade antioxidante dos compostos bioativos do vinho apos

0 seu isolamento, com potencial aplicacao na elaboracéo de alimentos funcionais.
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Material e Métodos

4.1. Amostras

Foi usado vinho tinto da colheita de 2004, obtido a partir de uma mistura de
castas de Vitis vinifera L. produzidas no concelho de Estarreja, distrito de Aveiro.
O vinho, produzido sob fermentacgao tradicional (vinificagdo com maceracgao), foi
armazenado em barricas de madeira, onde permaneceu por um periodo superior

a um ano até a sua utilizacdo neste trabalho.

4.2. Destilacao e fracionamento do vinho tinto

Neste trabalho foi utilizado um processo de destilagdo do vinho tinto a
40°C, para obtenc¢éo da fracdo nao volétil, rica em compostos fendlicos de forma a
minimizar possiveis alteracfes nas propriedades fisico-quimicas e consequente
perda das caracteristicas bioativas dos componentes do vinho decorrentes dos
processos térmicos.

Foram utilizados 10 L de vinho tinto. Apdés a destilacdo, o residuo
desalcoolizado e concentrado foi decantado para separagdo do tartarato de
potassio e outros componentes insolUveis. Para a separacdo das particulas que
permaneceram em suspencao o sobrenadante foi centrifugado a 15000 rpm
durante 15 min a 4°C.

O material precipitado (fragdo residuo 1, R1) foi suspenso em agua
destilada e colocado em porta-amostra de plastico, congelado e liofilizado.

Ao sobrenadante (360 mL) foram adicionados gradualmente 360 mL de
etanol absoluto e a solucdo resultante (50% em etanol, volumes aditivos) foi
agitada durante 1 h a 4°C. Esta solucgéo foi centrifugada a 15000 rpm durante 15
min a 4°C, resultando:

e a fracdo precipitada em 50% de etanol (EtOH50), que foi dissolvida em

agua destilada e colocada em porta-amostra de plastico, congelada e

liofilizada;
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e a fracdo que permaneceu no sobrenadante (720 mL).

Ao sobrenadante foram adicionados gradualmente 440 mL de etanol
absoluto e a solugéo resultante (70% em etanol) foi agitada durante 4 h a 4°C.
Esta solucao foi centrifugada a 15000 rpm durante 15 min a 4°C, resultando:

e a fracdo precipitada em 70% de etanol (EtOH70), que foi dissolvida em
agua destilada e colocada em porta-amostra de plastico, congelada e
liofilizada;

e afracdo que permaneceu no sobrenadante (1160 mL).

O sobrenadante foi evaporado, donde resultaram 200 mL de solugao, que
foram transferidos para uma ampola de decantacéo de 1 L. Foi feita uma extracéo
liquido-liquido, usando como solvente 100 mL de acetato de etilo. Esta mistura foi
fortemente agitada, procedeu-se a abertura da ampédla para libertacdo da presséo
e foi decantada, sendo recuperada a fase organica. A extracdo foi repetida mais
uma vez com igual procedimento, resultando duas fases:

e afase organica, de menor densidade, designada por fracdo acetato de etilo
(EtOAcC). Foi evaporado o solvente, foi dissolvida em &gua e foi recolhida
para porta-amostra de plastico, congelada e liofilizada;

e a fase aquosa, foi submetida ao evaporador até a secura.

A fase aquosa, evaporada até a secura, foram adicionados 100 mL de
metanol, verificando-se uma dissolugéo. De seguida adicionou-se gradualmente
200 mL de acetona até provocar a precipitacdo. ApOs agitacao durante 1 h a 4°C
e centrifugagao a 15000 rpm durante 15 min a 4°C, resultou:

e a fracdo acetona (AcO), que foi dissolvida em 4gua destilada, evaporada
até remocdo de acetona e colocada em porta-amostra de plastico,
congelada e liofilizada;

e 0 sobrenadante que foi concentrado por evaporagéao.

Ao material resultante da evaporacao do sobrenadante adicionou-se 50 mL
de agua destilada e gradualmente 400 mL de etanol absoluto e a solucéo foi
agitada durante 1 h a 4°C. Apos decantacao e centrifugacao resultou:

e a fracdo etanol (EtOH) suspensa em agua destilada e colocada em porta-
amostra de plastico, congelada e liofilizada;

e 0 sobrenadante (405 mL).
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Ao sobrenadante adicionaram-se 405 mL de acetona resultando numa
precipitacdo. Apés agitacdo durante 1 h a 4°C e centrifugagéo resultou:

e a fracdo acetona 2 (AcO 2) suspensa em agua destilada e colocada em
porta-amostra de plastico, congelada e liofilizada;
e 0 sobrenadante de acetona (840 mL).

O sobrenadante de acetona foi evaporado e dissolvido em agua,
resultando na fracdo sobrenadante de acetona (SnAcO) (85 mL), colocada em
porta-amostra de plastico e congelada. Esta fracdo, devido a sua
higroscopicidade, foi armazenada em solucdo de 65 mL de 4gua destilada e 50
mL de etanol, perfazendo um volume de 200 mL e mantida na auséncia da luz e a
4°C.

Para a determinacdo da massa da fracdo SnAcO procedeu-se a
concentragdo de uma quantidade exata (1 mL), obtendo-se 333,6 mg.

O fluxograma do processamento do vinho tinto encontra-se descrito na
Figura 4.1.

Todas as fragbes foram conservadas num exsicador com pentdxido de

fosforo na auséncia de luz.
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Destilagdo |
Vinho tinto | Vinho desalcoolizado |
10L A presséo reduzida
Decantacéo
Sobrenadante |
Centrifugacéo
R1 v Sobrenadante
16,13 g
Precipitacdo com
EtOH a 50%
EtOH50 Sobrenadante
8,50 g
Precipitacdo com
EtOH a 70%
EtOH70 Sobrenadante
12,13 g
Extracéo com
EtOAc
Fase Fase Aduosa
Organica
EtOAC
4,529 Dissolucdo em MeOH e
Precipitacdo com
Acetona
AcO Sobrenadante
30,20 g
Dissolucéo em agua e
Precipitagdo com EtOH
EtOH Sobrenadante
7,359
Precipitacdo com
Acetona
Sobrenadante de Acetona
AcO 2 SnAcO
5839 66,72 g

Figura 4.1 - Fluxograma do fracionamento do residuo desalcoolizado resultante da destilagcao

vinica.
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4.3. Estudo da estabilidade das fracbes ao
armazenamento e microencapsulamento

As fragbes liofilizadas resultantes do residuo desalcoolizado da destilagéo
vinica: R1, EtOH50, EtOH70, EtOAc, AcO, EtOH, AcO 2 e SnAcO foram
conservadas num exsicador com pentéxido de fésforo na auséncia de luz durante
7 meses (FL1) e também 17 meses (FL2).

As fragdes liofilizadas resultantes do residuo desalcoolizado da destilagéo
vinica foram, também microencapsuladas, e mantidas na auséncia da luz e a 4°C
durante 17 meses (FLM). Devido a quantidade de amostra disponivel, s6 foi
possivel obter microcapsulas das fragbes R1, EtOH50, EtOH70, AcO, EtOH e
AcO 2.

O microencapsulamento foi realizado na Escola de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. As FLM foram obtidas a partir de uma
solucdo contendo, capsul (70%) e gelatina (20%) como matriz e residuo (10%)
como nucleo. A gelatina e o capsul foram dissolvidos em agua a uma temperatura
de 35°C e acrescidos do residuo, para facilitar a dissolugéo.

Foram feitos num total de 50 mL de solucdo para cada residuo nas
proporcgdes 8,4 g de capsul, 2,4 g de gelatina e 1,2 g de residuo de cada fracéo,
totalizando 12 g de liéfilo para cada.

4.4. Quantificacao dos compostos fenolicos totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais presentes nas fracdes
obtidas a partir do residuo desalcoolizado foi feita espectrofotometricamente de
acordo com o método colorimétrico de Folin-Ciocalteu segundo Singleton & Rossi,
1965, usando o acido galico e a (+)-catequina como padrdes. Os resultados foram
expressos como equivalentes de acido galico e (+)-catequina (Ghiselli et al., 1998;
Katalinic¢ et al., 2006).
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Num tubo de ensaio colocaram-se 100 pL de padrdo ou amostra diluida,
adicionaram-se 7,9 mL de agua destilada e agitou-se. Adicionaram-se 500 pL de
reagente de Folin-Ciocalteu e agitou-se novamente. Finalmente adicionaram-se
1,5 mL de uma solugéo de carbonato de sédio a 20% (preparada no dia anterior)
previamente filtrada e agitou-se. A solucao foi guardada no escuro durante 2 h
antes da medicdo da absorvancia a 765 nm utilizando-se cuvetes de 4 mL, tendo
como branco o ar.

A concentracdo de compostos fendlicos totais foi determinada por
intrapolacéo da absorvancia das amostras contra uma curva de calibracao:

e utilizando padrdo de acido galico com concentracdes entre 0,1-1 gL e

expresso como g de EAG (equivalentes de acido galico) por L;

e utilizando padréo de (+)-catequina com concentracdes entre 0,0122-0,2660

gL™ e expresso como g de EC (equivalentes de (+)-catequina) por L.

Todas as analises espectrofotométricas foram feitas em triplicado.

4.5. Determinacao de acucares neutros e quantificacao
dos acidos uronicos

45.1. Hidrolise do material celular

Os polissacarideos foram inicialmente hidrolisados pelo método de
Saeman et al. (1963), descrito por Coimbra (1993). Pesaram-se 1-2 mg de cada
fracdo para um tubo de cultura previamente lavado com acido. Adicionaram-se
200 pL de H,SO4 a 72% e hidrolisou-se durante 3 h a temperatura ambiente com
agitacdo ocasional.

Adicionararam-se 2,2 mL de agua destilada (diluicdo do H,SO4 a 72% para
1M), agitaram-se e hidrolisaram-se durante 2 h e 30 min a 100°C. Ao fimde 1 h
de hidrolise, a amostra foi arrefecida em gelo, retirando-se 0,5 mL de solugéo
para analise dos &acidos urénicos (ver ponto 3.5.3). Todos os ensaios foram

realizados em triplicado.
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45.2. Andlise de acuUcares neutros

Os acucares neutros foram analisados por cromatografia em fase gasosa
com detetor de ionizacdo de chama (GC-FID) sob a forma volatil de acetatos de
alditol. Esta transformacédo € fundamental, porque, caso contrario, ndo poderiam
ser analisados por GC-FID, uma vez que nado poderiam ser aquecidos a
temperaturas elevadas sem caramelizarem.

Os monossacarideos libertados pela hidrolise acida foram transformados
na sua forma volétil por reducéo e acetilacdo seguindo o método de Blakeney et
al. (1983) e Harris et al. (1988), descrito por Coimbra (1993).

A solucgéo restante de 1,9 mL referida no ponto 3.5.1, apds arrefecimento
em gelo, 200 pL de solucdo de 2-desoxiglucose (1 g/L) foram adicionados como
padréo interno.

Retirou-se 1 mL da solugdo para um tubo de cultura (previamente lavado
com acido) e adicionaram-se 200 pL de solucdo de NH3; a 25% para neutralizagédo
do é&cido.

Os acucares foram reduzidos a alditois por adicdo de 100 pL de solucdo de
15% NaBH; em NHj3; 3M, (esta ultima preparada no momento) a solucao
neutralizada, a solucdo foi agitada e incubada durante 1 h a 30°C. Apds
arrefecimento, e com os tubos em banho de gelo, adicionou-se acido acético
glacial (2 x 50 pL), de forma a eliminar o excesso de NaBH..

A acetilacdo dos alditois foi efectuada numa aliquota de 300 pL colocada
num tubo sovirel, arrefecida em gelo, por adicdo de 450 pL de 1-metil-imidazol
como catalizador e 3 mL de anidrido acético, tendo-se deixado reagir durante 30
min a 30°C. De seguida, e ap0s os tubos terem sido arrefecidos, adicionaram-se 4
mL de agua destilada para destruir o excesso de anidrido acético.

A extracdo dos acetatos de alditol foi efectuada com 2,5 mL de
diclorometano. Apés adicdo do solvente, os tubos foram tapados e agitados
vigorosamente, de forma a promover a passagem dos acetatos de alditol para a
fase organica. As fases foram separadas por centrifugacao a 3000 rpm durante 30
s, e a fase aquosa foi removida por aspiracdo. Adicionaram-se 3 mL de agua
destilada e 2,5 mL de diclorometano a fase organica, repetindo-se o procedimento

55



Material e Métodos

anterior. Efectuaram-se 3 lavagens com 3 mL de agua destilada, a fim de eliminar
completamente o 1-metil-imidazol. Entre cada lavagem, a separacéo de fases e a
remocao da fase aquosa foram efectuadas pelos procedimentos anteriormente
descritos.

Apos as lavagens, a fase organica final foi transferida para outro tubo limpo
e seco, foi evaporada num concentrador de amostras a 40°C, sob fluxo de azoto.
Adicionou-se 1 mL de acetona, por duas vezes, e evaporou-se para co-evaporar
gualquer residuo de agua. As amostras foram em seguida guardadas em
ambiente anidro até serem analisadas por GC-FID.

Para analise dos acetatos de alditol, as amostras foram ressuspendidas em
50 pL de acetona anidra e injectadas (2 pL) no cromatégrafo de gases, equipado
com: (1) uma coluna DB-225 (J. & W. Scientific, Inc.) de 30 m de comprimento,
0,25 mm de diametro interno e 0,15 pum de espessura de filme, (2) um injector
“split/splitless” para analise de acetatos de alditol, (3) um detector de ionizag&o de
chama (FID) e (4) o programa de aquisicdo e integracdo Varian Star
Cromatography Workstation para analise de acetatos de alditol. As condi¢des de
analise foram: razdo split 1:60; temperatura do injector e do detector a 220 e
230°C, respectivamente; o programa de temperatura do forno usado foi: 220°C
durante 1 min, um incremento de 40°C min™ até 220°C e mantida durante 14 min,
seguida por um incremento de 20°C min™ até 230°C e mantida durante 1 min. O
caudal do gés de arraste (H,) foi de 1 mL min™.

A identificacdo dos agucares foi efectuada por comparacdo dos tempos de
retencdo com o de padrdes de referéncia (ramnose, fucose, arabinose, xilose,
manose, galactose e glucose) também derivatizados a acetatos de alditol.Todos

0s ensaios foram realizados em triplicado.

4.5.3. Quantificacéo de &cidos urdnicos

Os 4&cidos wurdnicos foram quantificados por adaptacdo segundo
Selvendran et al. (1979) ao método proposto por Blumenkrantz e Asboe-Hansen,
(1973), conforme descrito por Coimbra (1993).
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A aliquota de 0,5 mL referida no ponto 3.5.1 foi em seguida diluida com 3
mL de agua destilada, homogeneizada e se necessario congelada para andlise
posterior.

Para a andlise de uma amostra foram utilizados 3 tubos de ensaio de
dimensbes proximas de 1,5 cm de diametro e 16 cm de altura (previamente
lavados com &cido e arrefecidos em agua com gelo), aos quais se adicionou
individualmente 3 mL de solugdo de 50 mM de acido bdérico em H,SO,4
concentrado. Em seguida, a cada um dos tubos adicionaram-se 0,5 mL de
solucdo de amostra e, ap0s agitacdo, os tubos foram aquecidos em banho de
agua a 100°C durante 10 min. Ap6s o arrefecimento, a 2 de cada 3 tubos
contendo a mesma amostra, adicionou-se 100 yL de solugcéo de 3-fenilfenol
(0,15% em 0,5% de NaOH), sendo deixados na auséncia de luz durante 30 min
para desenvolvimento de cor.

Transferiu-se o liquido para células de plastico. A absorvancia foi
determinada a 520 nm, tendo as solugbes sido lidas contra o ar. O valor da
absorvancia para cada amostra foi dado pela média dos valores dos dois tubos
contendo 3-fenilfenol, subtraido ao valor registado para o tubo em branco.

A acompanhar as amostras foram sempre feitos padrbes de &cido
galacturénico (200 pg mL™), sendo a quantidade de acido urénico na amostra
determinada por intrapolacdo grafica, com correlacéo linear entre 0 e 40 ug/tubo.
Todos os ensaios foram realizados em triplicado.

45.4. Padrdes

O tratamento dos padrdes € simultaneo e igual ao das amostras e séo
preparados a partir da solugcdo méae de acido galacturénico a concentracédo de 200
pug mL™ (0,2 mg mL™).
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0 pg (GalA/tubo) --------------- 0,500 mL agua destilada

10 pg (GalA/tubo) ------------- 50 pL solugdo mae + 0,450 mL agua destilada
20 ug (GalA/tubo) ------------- 100 pL solugdo mée + 0,400 mL agua destilada
30 ug (GalA/tubo) ------------- 150 pL solugcdo mée + 0,350 mL agua destilada
40 ug (GalA/tubo) ------------- 200 pL solugdo mée + 0,300 mL agua destilada

4.6. Avaliacao da atividade antioxidante

O efeito antioxidante de cada fracdo para com o radical DPPH® foi
estimado de acordo com o procedimento descrito pelo Brand-Williams et al., 1995
(Williams et al., 1995), modificado por Sanchez-Moreno et al., 1998 (Moreno et al.,
1998) e modificado no nosso laboratério.

A uma aliquota de 0,1 mL de diferentes concentracbes do padrdo e de
cada uma das fracdes dissolvidas em agua destilada foram adicionados 3,9 mL
de DPPH*® a 0,025 g L™ em soluc&o de metanol.

A solucéo de DPPH?* foi preparada no dia e protegida da luz. A absorvancia
da solucdo foi registada durante todo o tempo de andlise para testar a
estabilidade do radical.

O metanol foi usado como “zero” e a solucdo de DPPH® sem adicdo de
antioxidante foi usada como controlo, também designada por branco (Ordoudi et
al., 2006).

A absorvancia inicial era préxima de 0,700 em todos 0s casos.

A reducdo da concentracdo do DPPH® ou decréscimo da absorvancia foi
determinada a 515 nm (Moreno et al., 1998) para o padrédo a O min, 1 min, de 5 e
5 min até aos 30 min e de 15 em 15 min até aos 90 min. No caso das fra¢fes, a
determinacdo foi feita a O min e em intervalos de tempo de 1 h durante 9 h
(Williams et al., 1995; Ordoudi et al., 2006). Para ambos os casos ultrapassou-se
0 tempo para a reacao atingir o estado de equilibrio.

O célculo dos parametros cinéticos ECsp € Tecso foi baseado na estimativa
da concentracdo do DPPH® até a reacdo atingir o estado de equilibrio. Este foi

definido a partir da reducdo da concentragdo do DPPH®, solucdo com amostra
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(AC) e sem amostra (ACy,) durante a cinética (Ordoudi et al., 2006), como o
intervalo de tempo durante o qual AC - AC, < 0,001.

A reacdo cinética do padrdo e das fracdes com DPPH?® foi registada para
cada concentracao testada. A partir desta representacdo grafica, a percentagem
de DPPH® restante no estado de equilibrio (DPPH®s) foi determinada pela
formula (Villafio et al., 2007):

%DPPH.rest = (Af /AO) X 100

onde Ap e A; correspondem a absorvancia de 515nm do radical no inicio e no
estado de equilibrio, respetivamente. O valor A, € referido como o controlo, isto €,
na auséncia de qualquer amostra pode ser usado para confirmar a estabilidade da
medicdo do sistema (Molyneaux, 2004). O tempo no estado de equilibrio foi usado
a fim de assegurar que a reacdo néo progredia mais (Villaiio et al., 2007).

As concentracdes do padrao e das fracdes do meio reaccional contra as
percentagens do DPPH®estante (%DPPH®t) ao final da reacdo foram
representadas graficamente a fim obter o indice ECsp, quantidade de antioxidante
necessaria para diminuir a concentracdo inicial de DPPH® em 50%, calculado
graficamente (Moreno et al., 1998) e expresso em gL ™.

O tempo necessario para atingir o estado de equilibrio para a concentragdo
ECso (Tecso) foi calculado, também, graficamente e expresso em minutos (Moreno
et al., 1998). Este parametro foi obtido pela representacdo grafica da
concentracdo contra o tempo do estado de equilibrio.

Ambos os fatores sdo combinados para determinar o parametro eficiéncia

antirradicalar (AE) pela formula (Moreno et al., 1998):

AE =1/ (ECsp x TECsp)

expressa em g*Lmin™. Todos os ensaios foram realizados em triplicado.
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5.1. Destilac&o e fracionamento do vinho tinto

O vinho tinto (10L) foi destilado a pressdo reduzida num evaporador
rotativo a 40°C para eliminar o etanol e concentrar os soélidos totais. O residuo
desalcoolizado concentrado a um volume de 360 mL foi depois decantado para
separacdo do tartarato de potassio e por centrifugacédo foi obtida a fracdo de
residuo insolavel a frio (R1). A fracdo R1 corresponde a 16,13 g, 0 que representa
10,65% do material total obtido (Tabela 5.1). O material polimérico presente no
sobrenadante foi fracionado por precipitacdo em etanol em duas fracdes: aquela
gue contém o material insoltvel em 50% de etanol (EtOH50) e aquela que contém
o material insolivel em 70% de etanol (EtOH70) (Coimbra et al., 2002). A fracédo
EtOH50 corresponde a 8,50 g de material e a fragdo EtOH70 corresponde a 12,13
g. Estas quantidades representam 5,61 e 8,01%, respetivamente, da quantidade
total de material obtido (Tabela 5.1). Ao sobrenadante foi feita uma extragao
liquido-liquido usando como solvente acetato de etilo. A fase orgénica contém
4,52 g, 0 que representa 2,99% do material total obtido (Tabela 5.1), fracdo
EtOAc. A fase aquosa foi levada a secura e dissolvida em metanol. Por adi¢cdo de
acetona resultou a fracdo que contém o material insolivel em acetona (AcO). A
fragdo AcO corresponde a 30,20 g, o que representa 19,95% do material total
obtido (Tabela 5.1). O material polimérico presente no sobrenadante foi
fracionado por precipitacdo em etanol na fragdo que contém o material insolavel
em etanol (EtOH). A fragcdo EtOH corresponde a 7,35 g, 0 que representa 4,86%
do material total obtido (Tabela 5.1). O sobrenadante foi fracionado por
precipitacio em acetona na fracdo que contém o material insolivel em acetona
(AcO 2). A fracdo AcO 2 corresponde a 5,83 g, 0 que representa 3,85% do
material total obtido (Tabela 5.1). O sobrenadante de acetona resultou na fracao
gue contém o material soluvel em acetona (SnAcO). A fracdo SnAcO corresponde
a 66,72 g, o que representa 44,07% do materialtotal obtido (Tabela 5.1).

A massa total das fragOes (151,38 g) representa uma concentracdo de
15,14 gL (Tabela 5.1).
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Verifica-se que a ordem das fracbes da mais abundante em massa para a
menos abundante em massa € a seguinte: SnAcO > AcO > R1 > EtOH70 >
EtOH50 > EtOH > AcO 2 > EtOAc.

Tabela 5.1 — Teor total das fracdes liofilizadas resultantes do residuo desalcoolizado apés a

destilacédo de 10 L de vinho tinto.

Massa obtida

Fracéo %
(9)

R1 16,13 10,65

EtOHS50 8,50 5,61

EtOH70 12,13 8,01

EtOAC 4,52 2,99
AcO 30,20 19,95

EtOH 7,35 4,86

AcO 2 5,83 3,85
SnAcO 66,72 44,07
Total 151,38 100,00

5.2. Compostos fendlicos totais

Para a determinag@o do teor em compostos fendlicos totais nas diversas
fracOes foram feitas duas curvas de calibracdo, uma usando acido gélico e outra
usando (+)-catequina utilizando o método colorimétrico Folin-Ciocalteu. Verifica-se
gue os valores dos coeficientes de extingcdo molar sdo, respectivamente, 1,12 cm’
'9'L e 1,14 cm™g™L, o que mostra valores muito proximos (Tabela 5.2). Por isso,
a expressao dos valores em equivalentes de acido galico ou de (+)-catequina é

equivalente.

64



Resultados e Discussao

Tabela 5.2 — Resultados extraidos das curvas de calibragdo do &cido galico e da (+)-catequina.

Gama de
Coeficiente de
concentracao Equacéo da curva de ) L
) . extingdo molar
testada calibragdo 4a
4 (cm~g™L)
(9L™)
Acido galico
Y=1,1215X+0,0106 0,999 1,12
(0,1-1)
(+)-Catequina
Y=1,1444X+0,0052 0,992 1,14

(0,0122-0,2660)

Os valores da quantificacdo dos compostos fendlicos totais das fracdes
obtidas a partir do residuo desalcoolizado da destilagéo vinica sédo apresentados
na Tabela 5.3.

Verifica-se que a ordem das fragdes da mais abundante em rendimento
para a menos abundante em rendimento é a seguinte: EtOH > EtOAc > AcO 2 >
AcO > SnAcO > EtOH70 > EtOH50 > R1, em termos de rendimento.

Também, se verifica que a ordem das fragcbes da mais abundante em g
equivalentes padrédo/L de vinho para a menos abundante em g equivalentes
padrao/L de vinho é a seguinte: SnAcO > AcO > EtOH > EtOAc > AcO 2 >
EtOH70 > EtOH50 > R1.

O valor dos compostos fendlicos totais encontra-se abaixo das médias de
valores referenciados na literatura para a fracdo ndo alcodlica do vinho tinto na
ordem de 2,675 g EAG/L, mas € superior a média de valores para a fragdo nédo
alcodlica do vinho branco na ordem de 0,333 g EAG/L (Katalini¢ et al., 2004).
Segundo o estudo de Ghiselli et al., 1998, a concentracdo de compostos fendlicos
totais no vinho tinto desalcoolizado é de 2,940 g EC/L. Este resultado é de
esperar visto que se trata de um processo de fracionamento de vinho tinto que
pode ter sofrido alteragBes durante a obtencdo das fracdes e também devido ao

fato deste vinho conter mistura de uvas brancas.
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Tabela 5.3 — Rendimento e quantificagcdo em compostos fendlicos totais (CFT) para as diferentes

fracdes, valores expressos como médias (CV), (n = 3).

Fracbes % CFT_ g EAGIL vinho % CFT_ g EC/L vinho
(4cido galico) [(+)-catequina]

R1 0,79 (9) 0,013 (9) 0,82 (8) 0,013 (8)
EtOHS50 1,92 (1) 0,016 (1) 1,92 (1) 0,016 (1)
EtOH70 2,85 (1) 0,035 (1) 2,52 (10) 0,031 (10)

EtOAc 9,70 (1) 0,044 (1) 12,40 (2) 0,056 (2)
AcO 6,05 (0) 0,183 (0) 6,03 (1) 0,182 (1)
EtOH 13,38 (0) 0,098 (0) 14,70 (1) 0,108 (1)

AcO 2 6,74 (1) 0,039 (1) 6,66 (3) 0,039 (3)

SnAcO 4,05 (1) 0,270 (1) 3,99 (1) 0,266 (1)
Total 0,689 0,711

A Tabela 5.4 compila os valores dos compostos fendlicos totais referentes
ao vinho, referenciados na literatura, verificando-se que séo superiores ao do
vinho desalcoolizado segundo a literatura citada anteriormente. Igualmente
conclui-se que os valores dos compostos fendlicos totais relativos ao vinho tinto

sdo superiores ao vinho rosé e este superior ao vinho branco.
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Folin-Ciocalteu.

Vinho tinto Vinho branco Vinho rosé
Referéncia bibliogréafica
g EAG/L g EC/L g EAG/L g EAG/L
3,250 Ghiselli et al., 1998
1,262 - 2,389 0,200 - 0,400 i
Pachon et al., 2004
1,877% 0,256
1,800 - 4,059 0,165 - 0,331
Frankel et al., 1995
2,567% 0,239
2,300 - 2,704 Vaquero et al., 2007
2,625 — 3,665 .
Radovanovi¢ et al., 2009
3,442°
2,809 — 3,183 Katalini¢ et al., 2004
4,576 — 3,183 Piljac et al., 2005
0,874 — 2,262 Stratil, et al., 2008
1,018 — 3,545 Landroult et al., 2001
1,217 — 3,722 Arnous, et al., 2002
1,710 — 2,825 Roussis et al., 2005
1,810 - 2,151 Sato et al., 1996
2,200 — 3,200 Tarko et al., 2008
1,010 — 2,446 Moreno et al., 1999
1,738 — 3,292 Villano et al., 2006
1,637 — 2,717 Kdsmerl e Cigi¢, 2008
1,615 - 2,133 0,216 - 0,353
1,920° 0,293 o
Minussi et al., 2003
3,314 - 4,177 0,439 - 0,854
a a 1,304
3,760 0,634

a — valor médio

Tabela 5.4 — Valores publicados de compostos fendlicos totais para o vinho, usando o método de
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5.3. Polissacarideos (agucares neutros e acidos
uronicos)

A quantificacdo do acido urénico foi determinada através da equacgdo dada
pela curva de calibracdo, y = 0,0068 x + 0,003, com uma correlacéo linear (R?
igual a 0,998.

A Tabela 5.5 mostra a composi¢édo dos acUcares dos materiais poliméricos
das diferentes fracdes liofilizadas (FL1) resultantes do residuo desalcoolizado da
destilagcéo vinica

Os principais agucares presentes sdo o &cido urénico (UA) — nome
experimental dado aos residuos de acido galacturénico dos polissacarideos
pécticos, glucose (Glc), manose (Man), arabinose (Ara), galactose (Gal), ramnose
(Rha) e xilose (Xyl). A fragdo R1 é rica em UA. A fracdo EtOH50 é rica em UA e
Man. A fracdo EtOH70 é rica em UA e Gal, Man e Glc quantidades semelhantes.
A fracdo EtOAc é rica em UA. A fracdo AcO é rica em UA e Glc. A fragdo EtOH é
rica em UA e Glc. A fragdo AcO 2 é rica em UA e Glc. A fracdo SnAcO é rica em
Glc, UA.

Verifica-se que a ordem das fracbes da mais abundante em acucares
totais, expressos em mg/g de extrato para a menos abundante em acucares
totais, expressos em mg/g de extrato € a seguinte: EtOH70 > EtOH50 > AcO >
AcO 2 > EtOH > R1 > SnAcO > EtOAc.

A fracdo EtOH70 é a mais rica em acgucares (45,5%), seguida da fracao
EtOH50 com 39,7% de acucares. Pela bibliografia, os acUcares que precipitam
em EtOH sé&o polissacarideos. A fracdo EtOH70 é rica em UA e possui também
Gal, Ara e Rha, que sdo acucares constituintes dos polissacarideos pécticos. A
fracdo EtOH50 também € rica em UA e possui elevadas quantidades de Man.
Esta fracdo corresponde possivelmente a manoproteinas (Coelho et al., 2011).

Todas as fragdes sdo compostas por acucares, para além dos compostos
fendlicos, como se mostra no capitulo anterior. Como estes aclUcares ndo
precipitam em etanol é possivel que este material ndo corresponda a

polissacarideos.
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Tabela 5.5 — Rendimento e composi¢édo em agUcares das fracdes liofilizadas (FL1) de

polissacarideos do residuo desalcoolizado, valores expressos como médias (CV), (n = 6).

AcuUcares
Fracao % vF\Q//w) (mg/g extrato) totais*
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc UA (mg/g)
R1 10,65 1) O 16 O 4 (4) 1) 6 (2 83 (1) 97 (3)
EtOH50 561 10@ O 20 2@ 10711y 34@ 39w 185@17 397 (11)
EtOH70 801 11m O 2811y 4@ 419 45 38 287 (11) 455 (5)
EtOAC 299 3@ O 1651 O 0 0 6@ 75 (20 85 (18)
ACO 1995 4@ O 24 27y 8 (5) 192 12@G) 7519 146 (29 289 (22)
EtOH 486 3@ O 71 6@® 9 7@ 62@) 114 (15) 208 (8)
AcO 2 385 2@ O 918 709 14(5) 7@6) 79 (25) 124 (19) 242 (18)
SnAcO 4407 22 0 96) 24 7 (1) 4(5) 42 @) 19 1) 86 (3)

* Valores expressos em mg de agucar anidro por g

Quer os acgucares quer os compostos fendlicos estdo descritos como tendo
atividade antioxidante, que vao ser discutidos a seguir.

5.4. Avaliacao da atividade antioxidante

O modelo de eliminacdo do radical estavel DPPH é o método usado para
avaliar a atividade antioxidante num tempo curto. A adi¢do de fracbes a solucéo
de DPPH*® causa um rapido decréscimo na absrovancia a 515 nm. Os graus de
descoloracao indicam a capacidade de eliminacdo de radicais livres das fragcdes.
O efeito do antioxidante na eliminagdo do DPPH?® foi atribuido a sua capacidade
de ceder hidrogénios ou atividade de eliminacdo de radicais. Os antioxidantes
cessam a cadeia de oxidagdo dos radicais livres e doam hidrogénio dos grupos
hidroxilo dos compostos fendlicos. Consequentemente formam produtos finais
estaveis.

Foram preparadas cinco concentracGes diferentes do radical DPPH®,
compreendidas entre 0,025 e 0,005 gL™ para estabelecer relacdo entre a
concentracdo do radical e a absorvancia (curva de calibracdo do DPPH®).
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A concentragdo inicial exata do DPPH®* no meio reacional a diferentes
intervalos de tempo (t) ([DPPH®];) foi calculada a partir da equacéo (regressao
linear) dada pela curva de calibragao (Figura 5.1):

As15nm = 27,38 [DPPH.]t + 0,013,

onde [DPPH"]; foi expresso em gL com um coeficiente de correlacdo (R?) =
0,999.

0,7 -

0,6 -
0,5 A

y=27,38x + 0,013
R2=0,9995

0,4 1
0,3 1

Abs515nm

0,2 -

0,1

0,0 . . . . . .
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030

Concentragéo (g/L)

Figura 5.1 - Curva de calibracdo para o DPPH".

Como o coeficiente de extincdo molar do DPPH® depende do solvente, foi
estimado sob as nossas condicdes de trabalho. Resultou num ¢ = 27,38 Lgcm™,
0 mesmo que [DPPH®]; for expresso em molL™ e ¢ = 1,08x10* Lmol*cm™, valor
que se verifica na literatura situado entre 1,09 — 1,25x10* (Molyneux, 2004) e
1,16x10* Lmol™*cm™ (Villafio et al., 2007).

Analisando a curva de calibracdo observa-se que h4 uma linearidade na
gama de concentracdes de DPPH®, havendo proporcionalidade entre a
concentragéo e a absorvancia. Como todas as concentragdes foram feitas a partir
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da solugdo mais concentrada, apenas nesta foi necessario pesar a massa de

DPPH?®, reduzindo o erro devido a perdas de massa.

5.4.1. Padréo: acido galico

Foram preparadas seis concentracbes diferentes do padréo,
compreendidas entre 0,085 e 0,017 gL, e os seus valores referenciados ao
volume de 4 mL da cuvete, correspondem ao intervalo de 0,00213 a 0,00043 gL™
e estudadas a fim de verificar a linearidade de resposta e de estabelecer os
valores da atividade antioxidante numa adequada escala linear.

Os antioxidantes fendlicos (PheOH) séo radicais livres terminadores. Esta
atividade depende principalmente das diferentes caracteristicas estruturais tal
como a energia de dissociagéo das ligacées O-H, deslocalizacao da ressonancia
do radical fendlico (PheQ®) e obstaculos estéreos derivados de grandes grupos
substituintes de hidrogénio no anel aromatico. Os racios constantes da reacao
dos PheOH com os radicais livres indicardo a ordem de reatividade (Moreno et al.,
1998).

A principal reacao pode ser:
DPPH® + PheOH — DPPH-H + [PheO*(l) « PheQ*(ll) <+ PheO*(lll) ...],
onde (1), (1), (111, ... séo estruturas de ressonancia (Moreno et al., 1998).
A concentracdo residual de DPPH® dependerda em exclusivo da
concentracdo e estrutura do composto fendlico, porque h& duas reaccgdes tedricas
de terminacéo:

DPPH* + DPPH* — DPPH — DPPH

(ndo é permitida devido ao impedimento estereoquimico);
DPPH® + PheO® — DPPH - PheO
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(pode ocorrer em alguns casos, mas também pode néo ser permitida em funcéo
do PheOH molecular e dos volumes substituintes no anel benzénico).
Complementara com PheQ® o acoplamento da reacdo de terminagédo (Moreno et
al., 1998):

PheO® + PheO® — PheO - PheO

O nitrogénio centrado nos radicais, tal como no DPPH® reage com os
fendis por via de dois mecanismos diferentes: abstracéo direta (doacdo) do atomo
de H do fenol e processo de transferéncia (deslocalizag&o) do electrdo do fenol ou
anido fenoxido para o DPPH®. A contribuicio de um ou outro depende da
natureza do solvente e/ou do potencial redox das espécies envolvidas. Para
solventes apolares o primeiro mecanismo é predominante, mas para solventes
polares, caso do metanol, capaz de formar fortes ligacdes de H com a molécula
de fenol, o segundo mecanismo torna-se importante (Villafio et al., 2007).

Podemos observar através da representacdo gréfica (Figura 5.2), tempo
versus absorvancia uma reacgdo bifasica (curva hiperbdlica) com um rapido
decréscimo inicial da absorvancia seguida por um lento subsequente
desaparecimento do DPPH?®. Este fato é atribuido as rea¢des descritas acima por
Moreno et al. (1998) (Villafio et al., 2007).

—+—0,00213g/L
—=—0,00170g/L
0,00128¢/L
0,00106g/L
—»—0,00085g/L
—e—0,00043g/L

Abs515nm

—— 0g/L

0,0 T T T T T T T L L 1
0 5 1015202530354045505560657075808590

Tempo (min)

Figura 5.2 - Curvas de reacdo entre o DPPH® e as diferentes solucdes de padrao.
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O comportamento cinético obtido a partir das diferentes concentracdes
testadas (Tabela 5.6) mostra que para concentracdes mais elevadas, menores

DPPH®* est, como verificado por Moreno et al. (1998).

Tabela 5.6 - DPPH® s no estado de equilibrio para as diferentes concentragdes do padrao.

Concentragéo
( y 0,00213 0,00170 0,00128 0,00106 0,00085 0,00043
mg m

%DPPH® et 7,05 17,84 31,26 42,05 49,93 71,09

A concentracdo contra a percentagem do DPPH®.y foi representada
graficamente (Figura 5.3) para obter a quantidade do padrdo necessaria para
diminuir em 50% a concentracao inicial do DPPH® (ECs), através do modelo da

equacao dada pela curva de calibragéo:
%DPPH.rest = '37521 [ECSO] + 83,086
onde [ECso] foi expressa em gL™ com um coeficiente de correlacéo (R = 0,981 e

um desvio = -37521, o qual pode ser usado como parametro para comparar o

comportamento cinético de diferentes padrdes para a mesma concentracao.
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Figura 5.3 - Grafico da variagdo de %DPPHsante €M funcéo da concentragao de acido gélico, que

permitem o céalculo do valor ECsy do padrdo em relagdo ao radical livre DPPH".

O ECso € inversamente proporcional a capacidade antioxidante do
composto, logo um menor ECsp, um maior poder antirradicalar (1/ECsp).

Ao substituirmos a %DPPH®.s por 50, o valor ECs, encontrado para o
padrdo foi de 8,82 x 10“ gL (Tabela 5.8) e esta de acordo com 8,68 x 10 gL™
(Villafio et al., 2007); 4,2 x 10 gL™ (Williams et al., 1995), 3,2 x 10 gL™ (Moreno
et al., 1998; Larrauri et al., 1999) expressos por modelos exponenciais diferentes,
0 que sugere um comportamento diferente de eliminacéo de radicais livres.

A classificacdo cinética do padrdo baseada no tempo para atingir o estado
de equilibrio e considerando que depende da concentracdo e reatividade dos
antioxidantes (Villafio et al., 2007) é definido pelo parametro: Tecso, que foi obtido
pela representacdo gréfica das concentragbes contra os tempos do estado de

equilibrio (Figura 5.4).
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Figura 5.4 - Tempo necessario para se atingir o ECs, para diferentes concentragées de DPPH,

que permite o calculo do valor Tgcso do padréo.

O valor Tecso encontrado para o padréo foi de 30 min (Tabela 5.8), o que
se traduz num comportamento cinético de classificacéo intermédio-lento. O valor
reportado por Moreno et al. (1998) foi de 14,69 min e uma classificacao
intermédia, por Villafio et al. (2007) foi de 53 min e uma classificacéo lenta.

Ha pouca informacdo no comportamento cinético dos antioxidantes no
processo de oxidacdo. O poder antioxidante resulta, primeiro da capacidade de
prevencdo da auto-oxidacdo dos radicais livres mediadores da oxidagcdo dos
substratos a baixa concentragdo e segundo, que o radical resultante ap6s a
eliminacdo deve ser estavel. Tempos baixos devem ser adicionados a primeira
condicao, resultando baixas concentracdes e tempos baixos, porque o tempo de
reacao é importante para definir a atividade antioxidante. (Moreno et al., 1998).

Assim, é proposto um novo parametro: eficiéncia antirradicalar (AE), o qual
envolve o poder antirradicalar (1/ECso) € 0 tempo de reacdo (Tecso); AE é mais
adequada na seleccdo dos compostos antioxidantes. Um menor ECsg, um menor
Tecso € uma maior AE (Moreno et al., 1998).

O método DPPH permite avaliar as propriedades dadoras do eletrdo ou do
atomo de H dos antioxidantes e também, a sua taxa de reacao para o radical livre.

O parametro AE compreende estes dois aspectos no sentido de caracterizar
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facilmente o comportamento de uma substancia como antioxidante. Esta
caracteristica € de grande importancia nos sistemas bioldgicos, porque os radicais
livres tém um periodo de vida curto. (Villafio et al., 2007).

O valor AE encontrado para o padrdo foi 37,80 g'Lmin™. A literatura
reporta 21,74 g'Lmin™ (Villafio et al., 2007); 212,73 g'Lmin™® (Moreno et al.,
1998; Larrauri et al., 1999).

5.4.2. Fracbes ao fimde 7 (FL1) e 17 meses (FL2) de
armazenamento

A Tabela 5.7 mostra os intervalos das concentracdes de cada uma das oito
fracOes obtidas a partir do vinho de modo a que, quando adicionadas ao volume
de DPPH usado, permitissem calcular o valor de ECs. Os ensaios referem-se a
um tempo de armazenamento de 7 meses (FL1) e de 17 meses (FL2).

Foram preparadas cinco concentracdes diferentes de cada uma das oito
fracOes, compreendidas em intervalos distintos (Tabela 5.7).
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Tabela 5.7 - Intervalos das concentracdes das fracdes (FL1 e FL2) preparadas, expressas em gL™

vinho.
Concentragéo
Fractes
gL’
FL1 15,81 - 3,16
R1
FL2 18,28 — 2,29
FL1 9,02 -1,80
EtOH50
FL2 8,99 -1,80
FL1 4,01-0,80
EtOH70
FL2 4,06 - 0,81
FL1 1,62 -0,32
EtOAC
FL2 1,65-0,33
FL1 2,22 -0,44
AcO
FL2 2,24 -0,45
FL1 1,04-0,21
EtOH
FL2 1,07 - 0,21
FL1 1,86 — 0,37
ACO 2
FL2 2,01-0,40
FL1 3,34 -0,67
SnAcO
FL2 3,34 -0,67

Todas as fracOes testadas apresentaram uma reacgdo bifasica, com um

rapido decréscimo na absorvancia nos primeiros minutos, seguida de uma fase

mais lenta de degradacdo até o estado de equilibrio ser atingido, como se

exemplifica nas Figura 5.5 e Figura 5.6 para a fracdo AcO2 ao fim de 7 e 17

meses de armazenamento, respetivamente.
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Figura 5.5 - Curvas de reacdo entre DPPH* e diferentes solugées da fragdo AcO 2 - FL1.
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Figura 5.6 - Curvas de reacdo entre DPPH® e diferentes solucées da fragdo AcO 2 — FL2.

Os parametros ECsy calculados para estas duas fragbes sdao mostrados
nas Figura 5.7 e Figura 5.8. Os valores ECsy calculados para todas as fracdes

estdo na Tabela 5.8.
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O poder antirradicalar (1/ECsp), calculado como o inverso do parametro
ECso, tem a seguinte ordem: EtOH > EtOAc > AcO 2 > AcO > SnAcO > EtOH70 >
EtOH50 > R1, independentemente do tempo de armazenamento.

Os valores de ECsp aumentam com o tempo de prateleira, FL1 para FL2,
variando na ordem dos 1,8% no caso da fragdo SnAcO, 2,3% para a fragao
EtOH50, 3,1% para a fracdo AcO 2, 4,2% para a vracdo EtOH70, 5,1% para a
fracdo AcO, 7,1% para a fracdo EtOAc, 15,4% para a fragdo EtOH e 83,4% para a
fracdo R1.

Estes resultados mostram que o tempo de prateleira faz diminuir o poder
antirradicalar das fracdes, tendo mais efeito — a fracdo R1, que é a fracdo com
menor poder antioxidante. Das fragcbes com maior poder antioxidante, ou seja,
todas as restantes fracdoes, exceto para a de EtOH, a perda de atividade
antirradicalar pelo armazenamento, é relativamente pequeno (1,8 a 7,1%), o que

mostra que estes compostos mantém a sua atividade mesmo apos 17 meses de

armazenamento.
100 -
90 -
y =-1299,1x + 91,643
80 + R2=0,9996
L 70 -
c
S 60 A
3
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o 40 A
[a)]
* 30
20 -
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0 : : : : .
0,000 0,010 0,020 0,030 0,040 0,050

Concentragéo (g/L)

Figura 5.7 - Grafico da variagdo da %DPPH restante em funcao da concentragao da fragdo AcO 2

— FL1, que permite o calculo do valor ECs, da fracdo AcO 2 - FL1.
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Figura 5.8 - Grafico da variagdo da %DPPH restante em funcao da concentragao da fragdo AcO 2

— FL2, que permite o calculo do valor ECs, da fragdo AcO 2 — FL2.

Os valores encontrados para o parametro Tgcsp correspondentes as
fracOes testadas FL1 variam desde os 360 aos 454 min e FL2 desde os 402 aos
480 min, o que se traduz em comportamentos cinéticos muito lentos (Tabela 5.8).
Estas cinéticas lentas representam todas curvas hiperbdlicas a partirde 1 ha 6 h
para atingir o estado de equilibrio (Williams et al., 1995). A medida que o tempo
de prateleira aumenta, de FL1 para FL2, verifica-se um aumento de tempo
necessario para atingir o estado de equilibrio. Por exemplo, para a fragdo AcO 2,
o estado de equilibrio é atingido aos 447 min (FL1) e 480 min (FL2). Verifica-se
gue 0s menores tempos para atingir o estado de equilibrio para FL1, FL2 séo na
fracdo EtOH; os maiores tempos para FL1, FL2 sdo respetivamente na fragao
AcO e AcO 2.

O parametro Tecso calculado é exemplificado nas Figura 5.9 e Figura 5.10,
para a fragdo de AcO 2. Os valores Tecso ndo sao muito diferentes para as
diferentes fracOes (Tabela 5.8). As fracdes FL2 necessitam de mais um pouco de

tempo para atingir o ECso do que as fracdes FL1.
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Figura 5.9 - Tempo necessario para se atingir o ECs, para diferentes concentragées da fracéo

AcO 2 - FL1, que permite o célculo do valor Tgcso da fragdo AcO 2 - FL1.
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Figura 5.10 - Tempo necessario para se atingir o ECsy para diferentes concentragdes da fracéo

AcO 2 - FL2, que permite o célculo do valor Tgcso da fragdo AcO 2 — FL2.

O valor da AE é o resultado de uma combinacdo de cinética e o aproximar
estatico para caraterizar a eficiéncia antioxidante de uma molécula. Este

parametro fornece uma média indireta considerando que baixos Tecso € baixas
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quantidades de poder antioxidante sdo necessarios para prevenir a auto-oxidagao
de radicais livres mediante a oxidagdo de um substrato lipidico (Ordoudi et al.,
2006).

O parametro AE, definido como a eficiéncia antirradicalar, € o fator que
combina 0 ECsp € 0 Tecso. Compostos com um valor de ECsp elevado, poderéo
ser considerados como antioxidantes de baixa relevancia, se tiverem Tegcso
elevados. No entanto, se possuirem um valor de Tecso baixo devido a taxa de
reacao rapida sédo considerados como possuindo eficiéncia antirradicalar elevada.
Esta caracteristica € de grande importancia nos sistemas biol6gicos porque 0s
radicais livres tém um tempo de vida muito curto (Villafio et al., 2007).

A AE das fragOes testadas, quer para FL1 e FL2, segue a seguinte ordem:
EtOH > EtOAc > AcO 2 > AcO > SnAcO > EtOH70 > R1 > EtOH50. Observa-se
gque em FL2 a ordem para as fragdes R1 e EtOH50 inverte-se, assim EtOH50 >
R1.

Os valores de AE diminuem com o tempo de prateleira, FL1 para FL2,
variando na ordem dos 3,6% para a fragéo AcO, 6,5% para a fracdo EOH70, 7,1%
para a fracdo EtOH50, 8,6% para a fracdo AcO 2, 8,9% para a fragao EtOAc,
9,3% para a fracdo SnAcO, 19,7% para a fracdo EtOH e 53,3% para a fracdo R1.

Os valores obtidos para os parametros da eliminagao do radical livre para
as fracoes testadas FL1, FL2 e o padrao estéo resumidos na Tabela 5.8.

Os tempos de estado de equilibrio dos vinhos correspondentes as
concentragcbes ECsp (Tecso) estdo entre 25 e 40 minutos, e podem ser
classificadas de “lentas” tendo em conta uma precedente classificagdo cinética
(Laurrari et al., 1999).

Os vinhos novos apresentam valores ECs, na ordem dos 0,01536 gL,
Tecso de 31 min e AE de 2,1 g'Lmin™; enquanto que os vinhos envelhecidos
apresentam valores ECs, na ordem dos 0,01414 gL™, Tecso de 30 min e AE de
2,4 g*Lmin™ (Laurrari et al., 1999).
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Tabela 5.8 - Valores dos parametros da eliminacdo DPPH® das frag6es FL1 e FL2 e padréo,

valores expressos como médias (CV), (n = 3).

Intervalos
o de tempo
) Coeficientes
Desvio no
Fracdes ECso de Tecso N AE B
. estado Classificagcéo Classificagao
Padréo correlacao
de
equilibrio
gL? %DPPH min™ R’ min min gTLmin’
R1 FL1 0,181 (1) -169,15 0,979 300-400 378 Muito lenta 0,015 Baixa
FL2 0,332(1) -127,51 0,993 240-480 458 Muito lenta 0,007 Baixa
EtOH50 FL1 0,174 (2) -231,73 0,992 240-420 420 Muito lenta 0,014 Baixa
FL2 0,178 (3) -225,32 0,998 120-420 420 Muito lenta 0,013 Baixa
E{OH70 FL1 0,071 (1) -548,12 0,993 360-480 452 Muito lenta 0,031 Baixa
FL2 0,074 (3) -488,4 0,995 240-480 458 Muito lenta 0,029 Baixa
E(OA FL1 0,028 (4) -1498,5 0,995 240-480 449 Muito lenta 0,079 Baixa
tOAC
FL2 0,030 (3) -1635,2 0,998 240-480 460 Muito lenta 0,072 Baixa
ACO FL1 0,039 (3) -1032,7 0,997 300-540 454 Muito lenta 0,056 Baixa
c
FL2 0,041 (2) -1030,2 0,997 240-480 457 Muito lenta 0,054 Baixa
EtOH FL1 0,013 (4) -2941,7 0,988 240-480 360 Muito lenta 0,213 Baixa
t
FL2 0,015(3) -2835,7 0,999 240-480 402 Muito lenta 0,171 Baixa
ACO 2 FL1 0,032 (3) -1299,1 0,999 240-540 447 Muito lenta 0,070 Baixa
c
FL2 0,033 (3) -1258,7 0,992 240-480 480 Muito lenta 0,064 Baixa
SHACO FL1 0,056 (2) -752,83 0,998 240-540 420 Muito lenta 0,043 Baixa
nAc
FL2 0,057 (2) -712,25 0,987 240-480 446 Muito lenta 0,039 Baixa
o ) 0,000882 Intermedia-
Acido Galico -37521 0,981 20-75 30 37,80 Baixa
1) lenta
5.4.3. FracOes microencapsuladas e analizadas ao fim de 17

meses de armazenamento (FLM)

A Tabela 5.9 mostra os intervalos das concentracdes de cada uma das

cinco fragcdes microencapsuladas obtidas a partir do vinho de modo a que, quando

adicionadas ao volume de DPPH usado, permitissem calcular o valor de ECsp. Os

ensaios referem-se a um tempo de armazenamento de 17 meses (FLM).

fracOes, compreendidas em intervalos distintos (Tabela 5.9).

Foram preparadas cinco concentracdes diferentes de cada uma das
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Tabela 5.9 - Intervalos das concentracdes das fracdes (FLM) preparadas, expressas em gL™

vinho.
Concentragéo
Fractes
gL’

EtOHS50 7,98 —-1,00
EtOH70 4,19 -0,79

AcO 2,23-0,81

EtOH 0,99 - 0,36
ACO 2 1,98 - 0,47

Todas as fragcOes testadas apresentaram uma reacgdo bifasica, com um
rapido decréscimo na absorvancia nos primeiros minutos durante a primeira hora,
seguida de uma fase mais lenta de degradacdo até o estado de equilibrio ser
atingido, como se exemplifica na Figura 5.11 para a fragdo microencapsulada

AcO2 ao fim 17 meses de armazenamento.

—e—0,050g/L
—=—0,032g/L
0,024 g/L
0,018 g/L
—»—0,012g/L

Abs515nm

—e—0g/L

Tempo (h)

Figura 5.11 - Curvas de reacéo entre DPPH® e diferentes solucdes da fragdo AcO 2 — FLM.
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O parametro ECsy calculado para esta fragdo € mostrado na Figura 5.12.

Os valores de ECs, calculados para todas as fragdes estdo na Tabela 5.10.
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Figura 5.12 - Gréfico da variacao da %DPPH restante em func¢éo da concentracéo da fragao AcO

2 — FLM, que permite o calculo do valor ECs, da fragdo AcO 2 — FLM.

O poder antirradicalar (1/ECsp), calculado como o inverso do parametro
ECso, tem a seguinte ordem: EtOH > AcO 2 > AcO > EtOH70 > EtOH50, o que
esta de acordo com o observado para as fragdes ndo encapsuladas.

Os valores de ECsp diminuem com o0 processo de preservagao por
microencapsulamento, FL2 para FLM, na ordem dos 62,16% para a fracao
EtOH70, 53,37% para a fracdo EtOH50, 51,51% para a fracdo AcO 2, 41,46%
para a fracdo AcO e 13,33% para a fracao EtOH.

Mesmo considerando as amostras analizadas ao fim de 7 meses (FL1) se
verifica preservacdo pelo microencapsulamento. Os valores de ECsy, diminuem
com o processo de preservagdo por microencapsulamento, FL1 para FLM, na
ordem dos 60,6% para a fracdo EtOH70, 52,3% para a fragdo EtOH50, 50% para

a fracédo AcO 2, 38,5% para a fracdo AcO e sem variacdo para a fragdo EtOH.
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Estes resultados mostram que a preservacao por microencapsulamento,
com um tempo de prateleira de 17 meses, assegurou o poder antirradicalar

destas fragoes.
O parametro Tecsp calculado é exemplificado na Figura 5.13, para a fragdo

AcO 2.
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400 A / >
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200 A
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Figura 5.13 - Tempo necessario para se atingir o ECsy para diferentes concentracdes da fracéo

AcO 2 — FLM, que permite o célculo do valor Tgcso da fragcdo AcO 2 - FLM.

Os valores encontrados para o parametro Tgcsp correspondentes as
fracoes FLM variam desde os 276 aos 350 min, o que se traduz em
comportamentos cinéticos lentos (Tabela 5.10). Estas cinéticas lentas
representam todas curvas hiperbdlicas a partir de 1 h a 6 h para atingir o estado
de equilibrio, tal como verificado por Williams et al., (1995). A preservagado por
microencapsulamento reduz o tempo necessario para atingir o estado de
equilibrio. Por exemplo, para a fracdo AcO 2, o estado de equilibrio € atingido aos
342 min (FLM) que é um tempo muito inferior ao verificado para esta fracdo ao fim
de 7 meses de armazenamento (447 min) e 17 meses (480 min). Comparando o
Tecso de todas as fracoes, verifica-se que 0 menor tempo para atingir o estado de
equilibrio é para a fracdo AcO (276 min) e o maior tempo para a fragdo EtOH (350
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min) (Tabela 5.10). Estes resultados mostram que 0s valores Tgcsp N80 sdo muito
diferentes para as diferentes fragoes.

A AE das fracOes testadas para as amostras microencapsuladas (FLM)
segue a seguinte ordem: EtOH > AcO 2 > AcO > EtOH70 > EtOH50, o que esta
de acordo com o verificado para as amostras ndo microencapsuladas.

As amostras preservadas por microencapsulamento apresentam valores
AE mais elevados do que para as amostras ndo microencapsuladas, FL2 para
FLM, na ordem dos 28,07% para a fragcdo EtOH, 174,07% para a fracdo AcO,
176,92% para a fragdo EtOH50, 181,25% para a fracdo AcO 2 e 279,31% para a
fracdo EtOH7O.

Os valores obtidos para os parametros da eliminacdo do radical livre para a
fracdo testada FLM e o padréo estdo resumidos na Tabela 5.10.

Tabela 5.10 - Valores dos parametros da eliminacdo DPPH® da fragcdo FLM e padr3o, valores

expressos como médias (CV), (n = 3).

Intervalos
o de tempo
) Coeficientes
Desvio no
Fracdes ECso de Tecso N AE B
. estado Classificagcéo Classificagao
Padréo correlacao
de
equilibrio
gL™ %DPPH min™ R min min g'Lmin®
EtOH50 FLM 0,083 (2) -370,78 0,999 300-420 333 Muito lenta 0,036 Baixa
EtOH70 FLM 0,028 (4) -569,31 0,989 300-420 325 Muito lenta 0,110 Baixa
AcO FLM 0,024 (3) -1170,9 0,990 240-360 276 Muito lenta 0,148 Baixa
EtOH FLM 0,013 (2) -2615,3 0,998 300-420 350 Muito lenta 0,219 Baixa
AcO 2 FLM 0,016 (4) -1320,1 0,994 300-420 342 Muito lenta 0,180 Baixa
o ) Intermedia-
Acido Galico 0,000882 (1) -37521 0,981 20-75 30 37,80 Baixa

lenta
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Conclusoes

Os valores obtidos para os parametros da eliminagéo do radical livre para
as fracoes testadas FL1, FL2 e FLM e o padrdo estdo resumidos na Tabela 6.1.

Tabela 6.1 - Valores dos parametros da eliminacdo DPPH® das fragcGes e padrao, valores

expressos como médias (CV), (n = 3).

Intervalos
o de tempo
Desvio Coeficientes o
Fracbes ECso de Tecso AE
badtio correlacéio estado Classificagcéo Classificagao
de
equilibrio
gL? %DPPH min™ R min min “gLminT
R1 FL1 0,181 (1) -169,15 0,979 300-400 378 Muito lenta 0,015 Baixa
FL2 0,332 (1) -127,51 0,993 240-480 458 Muito lenta 0,007 Baixa
FL1 0,174 (2) -231,73 0,992 240-420 420 Muito lenta 0,014 Baixa
EtOH50 FL2 0,178 (3) -225,32 0,998 120-420 420 Muito lenta 0,013 Baixa
FLM 0,083 (2) -370,78 0,999 300-420 333 Muito lenta 0,036 Baixa
FLL 0,071 (1) 548,12 0,993 360-480 452  Muitolenta 0,031 Baixa
EtOH70 FL2 0,074 (3) -488,4 0,995 240-480 458 Muito lenta 0,029 Baixa
FLM 0,028 (4) -569,31 0,989 300-420 325  Muitolenta 0,110 Baixa
FL1 0,028 (4) -1498,5 0,995 240-480 449  Muitolenta 0,079 Baixa
FOAC b 0,030 (3) -1635,2 0,998 240-480 460  Muitolenta 0,072 Baixa
FL1 0,039 (3) -1032,7 0,997 300-540 454 Muitolenta 0,056 Baixa
AcO FL2 0,041 (2) -1030,2 0,997 240-480 457 Muito lenta 0,054 Baixa
FLM 0,024 (3) -1170,9 0,990 240-360 276  Muitolenta 0,148 Baixa
FLL 0,013 (4) 2941,7 0,988 240-480 360 Muitolenta 0,213 Baixa
EtOH FL2 0,015 (3) -2835,7 0,999 240-480 402 Muito lenta 0,171 Baixa
FLM 0,013 (2) -2615,3 0,998 300-420 350  Muitolenta 0,219 Baixa
FLL 0,032 (3) -1299,1 0,999 240-540 447 Muitolenta 0,070 Baixa
AcO 2 FL2 0,033 (3) -1258,7 0,992 240-480 480 Muito lenta 0,064 Baixa
FLM 0,016 (4) -1320,1 0,994 300-420 342  Muitolenta 0,180 Baixa
chaco THL 0056 ) -752,83 0,998 240-540 420 Muitolenta 0,043 Baixa
FL2 0,057 (2) 712,25 0,987 240-480 446  Muitolenta 0,039 Baixa
Acido Galico 0.000882 -37521 0,981 20-75 30 Intermedia- 37,80 Baixa
1) lenta

Os resultados do presente estudo indicam que as fragOes resultantes do
residuo desalcoolizado apOs destilacdo a baixa pressdo do vinho tinto,

apresentam um rendimento global de 15,14 gL™. Este varia consoante as fracées,
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destacando-se as SnAcO, AcO e R1 com 44%, 20% e 11%, respectivamente. Um
segundo grupo de fracdes, EtOH70, EtOH50 e EtOH que oscilam entre os 8%,
7% e 5%. Finalmente as AcO 2 e EtOAc apresentam os mais baixos rendimentos,
respectivamente 4% e 3%.

Aquando da analise dos agucares totais as fragcbes mais relevantes séo
EtOH70, EtOH50, AcO e AcO 2 respetivamente com 455, 397, 289 e 242 mgg™.
Os principais agucares sdo o UA, a Glc, a Man, a Ara e a Gal.

Os resultados relativos a quantificagdo dos compostos fendlicos totais,
expressos em g equivalente padrao/L vinho, sdo muito semelhantes para ambos
0s padobes. Todavia as fragbes EtOAc e EtOH apresentam uma maior afinidade
para a (+)-catequina do que para o0 acido gdlico, 56/44 e 108/98 mg
equivalentes/L vinho. As fragcbes SnAcO, AcO, EtOH e EtOAc sdo as mais
representativas quanto a quantificacdo dos compostos fendlicos totais.

A atividade de eliminacdo de radicais livres dos compostos fenodlicos das
fragbes foi avaliada pelo método DPPH®. As diferentes fragdes demonstraram um
comportamento diferente no sentido do radical livre DPPH® em termos de
atividade antioxidante. Os valores ECs5, diferem entre as fragdes, enquanto que os
Tecso ndo diferem muito (cinéticas muito lentas) e, neste sentido, a AE parece ser
um parametro mais adequado para melhor definir um composto como bom
antioxidante.

O resultado do presente estudo indica que as fracoes apresentam uma AE
muito inferior ao padrdo, acido gélico.

As fracBes perdem AE a medida que o tempo avanca (FL1 versus FL2),
enquanto que as fracdes preservadas por microencapsulamento (FLM) tém AE
muito superiores (FL1 versus FLM).

As fracgbes FL2 diminuem a sua atividade antioxidante comparadas com
as fracbes FL1 e FLM. As FLM tém mais capacidade para a eliminacdo dos
radicais livres do que as FL1 (maior AE).

O resultado do presente estudo indica que as fragOes, preservadas por
microencapsulamento (FLM), podem ser usadas como fonte de antioxidantes
naturais de facil acessibilidade, prolongando o seu tempo de prateleira. Por outro
lado, serd extremamente vantajoso utilizar os residuos do processo da destilacdo

92



Conclusoes

vinica como antioxidantes naturais em alternativa aos antioxidantes sintéticos
usados na industria alimentar para prolongar o tempo de prateleira dos alimentos.

S&do conhecidos inumeros beneficios associados aos compostos bioactivos
do vinho. A familia de compostos a qual sédo atribuidos a maioria dos beneficios
associados ao vinho € a dos compostos fendlicos com potencial aplicagcdo como
antioxidantes alimentares e preventivos de algumas doencas. Como alternativa ao
consumo de vinho para obtencdo destes beneficios, surge a proposta de
consumo de um alimento funcional, a produzir a partir do residuo da destilagdo

vinica.

Trabalho futuro

Como o vinho é uma mistura complexa de compostos fendlicos, a atividade
antioxidante das fracfes estudadas a partir do residuo desalcoolizado apos
destilacdo n&o é uma propriedade de um simples composto fendlico. E importante
determinar qual o grupo dos compostos fendlicos € mais significante na
determinacéo da atividade antioxidante das fragdes.

A tecnologia do microencapsulamento podera também ser utilizada com o
objetivo de preservar e libertar os compostos em taxas controladas em diferentes
condicdes fisiologicas do aparelho digestivo. Assim, estas microcapsulas podem
ser adicionadas durante o processo de producgéo industrial de um alimento com

vista ao seu enriquecimento e/ou fortificagdo nestes componentes.
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